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Résumé 
 
La forme canadienne-française du syndrome de Leigh (LSFC) est une maladie 
métabolique associée à une déficience en cytochrome oxydase (COX) et caractérisée 
par des crises d’acidose lactique, menant à une mort prématurée. Les mécanismes qui 
sous-tendent l’induction des crises restent inconnus et il n’existe aucune thérapie 
efficace pour les prévenir. Cette étude vise à caractériser l'effet de facteurs 
métaboliques périphériques potentiellement altérés chez les patients LSFC sur la mort 
de lignées cellulaires issues de ces patients et de témoins puis, à identifier des agents 
thérapeutiques pouvant la prévenir. Nous postulons que (i) ces facteurs métaboliques 
induiront une mort prématurée des cellules de patients et que (ii) les interventions 
susceptibles de la prévenir pallieront les conséquences de la déficience en COX, soit 
la diminution des taux d’adénosine triphosphate (ATP) et l’augmentation du stress 
oxydant, du nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) et des lipides toxiques. 
Un criblage de 8 facteurs sanguins et 10 agents thérapeutiques a été réalisé. 
Les paramètres mesurés incluent la nécrose, l’apoptose, l’ATP et l’activité de la 
COX. 
Les fibroblastes LSFC sont plus susceptibles à la mort par nécrose (39±6%) 
induite par du palmitate plus lactate, un effet associé à des niveaux d’ATP diminués 
(53±8%). La mort cellulaire est réduite de moitié par l’ajout combiné d’agents 
ciblant le NADH, l’ATP et les lipides toxiques, alors que l’ajout d’antioxydants 
l’augmente. 
Ainsi, un excès de nutriments pourrait induire la mort prématurée des 
cellules LSFC et, pour atténuer cette mort, il serait important de combiner plusieurs 
interventions ciblant différents mécanismes. 
 
Mots clés : LSFC, acidose lactique, leucine-rich pentatricopeptide repeat containing 
protein, mitochondrie, cytochrome c oxydase, fibroblaste, palmitate, lactate, bleu de 
méthylène, carnitine. 
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Abstract 
 
Leigh syndrome French-Canadian variant (LSFC) is a metabolic disease 
associated with cytochrome c oxidase (COX) deficiency and characterized by 
episodes of lactic acidosis, referred to as “crisis”, leading to death at an early age. The 
mechanisms underlying a crisis and its cellular consequences remain elusive, and 
there is no effective therapy. The aim of this study was to characterize the effect of 
peripheral metabolic factors that are potentially altered in patients with LSFC on their 
cells death and to identify therapeutic agents able to prevent them using cell-lineage 
from LSFC patients and controls. The hypothesis are that (i) these metabolic factors 
can induce premature death in patient cells, and (ii) interventions that could rescue 
these cells may target potential consequences of COX deficiency, namely low 
adenosine triphosphate (ATP), high nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) and 
toxic lipids, as well as oxidative stress. 
A screening of 8 blood factors and 10 therapeutic agents was conducted in 
fibroblasts. Parameter measured included cell death by necrosis and apoptosis, as 
well as ATP level and COX activity. 
LSFC fibroblasts were more susceptible to necrosis (39±6%) induced by high 
palmitate plus lactate and this was associated with a lower ATP (53±8%). Cell death 
decreased 2-fold with combined interventions, which presumably act on NADH, 
ATP, and the accumulation of toxic lipids, but increased with antioxidants. 
Collectively, our results emphasize the importance of nutrient overload as a 
factor eliciting premature cell death in LSFC cells and of combining interventions 
acting through various mechanisms for cell death rescue. 
 
Keywords : LSFC, lactic acidosis, leucine-rich pentatricopeptide repeat containing 
protein, mitochondria, cytochrome c oxidase, fibroblast, palmitate, lactate, 
methylene blue, carnitine. 
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Introduction 
 
1- Les maladies mitochondriales 
 
Les maladies mitochondriales sont extrêmement répandues à travers le monde 
et affectent particulièrement les enfants en bas âge. On estime leur prévalence à 1 
naissance sur 5000. Elles sont souvent reliées à des désordres héréditaires du 
métabolisme énergétique et elles peuvent affecter tous les organes du corps humain 
avec un degré de sévérité varié. Environ 10 à 15 % des maladies congénitales 
mitochondriales sont reliées à des mutations de l’acide désoxyribonucléique 
mitochondrial (ADNmt) alors que les autres sont induites par des mutations de 
l’ADN nucléaire. Ces dernières sont les plus communes chez les enfants. Ces 
mutations peuvent perturber la fonction mitochondriale au niveau des sous-unités des 
complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale, des protéines responsables de 
leur assemblage, des cofacteurs impliqués dans le transport des électrons ou des 
transporteurs nécessaires à l'importation des protéines dans la mitochondrie. Des 
problèmes au niveau de la réplication et de la transcription génique sont aussi à 
considérer. Des facteurs indépendants de la chaîne respiratoire, comme une 
déficience en pyruvate déshydrogénase, sont responsables d’autres maladies 
mitochondriales. Il existe donc plusieurs types de maladies mitochondriales dont les 
symptômes varient fortement 1. 
 
2- Le syndrome de Leigh 
 
Le syndrome de Leigh (LS) est une maladie mitochondriale congénitale et 
récessive découverte en 1951 par le Dr. Denis Leigh 2 et qui touche 1 enfant sur 
40 000 3, 4. La maladie se présente généralement chez les jeunes enfants, mais parfois 
aussi chez les adolescents et plus rarement chez les adultes. Aussi appelé 
encéphalomyopathie nécrosante subaiguë, ce désordre héréditaire neurodégénérateur 
affecte principalement le système nerveux central et est caractérisé par des lésions 
nécrosantes symétriques bilatérales dans le tronc cérébral, le thalamus et les noyaux 
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gris centraux. Les symptômes et la sévérité de la maladie peuvent varier fortement 
d’un individu à l’autre. Parmi les principaux symptômes reliés au système nerveux 
central se retrouvent un retard de développement, une régression psychomotrice, une 
dysfonction du tronc cérébral, différentes atteintes oculaires, de l’ataxie, une dystonie 
et une insuffisance respiratoire, ce dernier symptôme se retrouvant dans 64-72 % des 
cas 5, 6. Le LS est caractérisé par une importante hétérogénéité génétique. En effet, les 
mutations à l’origine de ce syndrome peuvent se situer au niveau de la chaîne 
respiratoire mitochondriale (complexes I, II, IV et V), du coenzyme Q ou du 
complexe de la pyruvate déshydrogénase 6. La principale conséquence du LS est une 
augmentation des taux de lactate et de pyruvate dans le sang et le liquide 
cérébrospinal (LCS). Le ratio lactate/pyruvate (L/P), un reflet du taux 
d’oxydoréduction cellulaire, est également augmenté, résultant en un pronostic 
défavorable chez les enfants atteints. En effet, cette maladie mène souvent à la mort 
des patients en bas âge, soit moins de 5 ans 4. Il n’existe encore aucun traitement 
efficace pour prévenir ou guérir la maladie. Toutefois, l’administration de certains 
suppléments de type nutritionnel, dont la carnitine, le coenzyme Q ou certaines 
vitamines (riboflavine, thiamine, niacine, etc.) 6 a souvent été associée à certains 
bénéfices dans les cas de maladies mitochondriales, soit de ralentir ou arrêter la 
progression des symptômes cliniques 7. 
 
3- Le syndrome de Leigh de forme canadienne-française 
 
3.1- Description 
 
Il existe une variante du LS que l'on retrouve au Québec. Celle-ci est localisée 
plus particulièrement dans les régions du Saguenay-Lac-Saint-Jean et de Charlevoix. 
En effet, ces régions étant géographiquement très éloignées, l’immigration au cours 
des années fut limitée. Ainsi, la population d’origine, formée en grande partie de 
colonisateurs français, s’est multipliée pour passer de 600 en 1675 à 320 000 en 2000. 
Le bagage génétique de la population, résultant de cet effet fondateur, est donc très 
conservé, ce qui a amené une prévalence plus importante des désordres génétiques 
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récessifs ou dominants 4. Dans ces régions, 1 personne sur 23 est porteuse de la 
mutation associée à la maladie (la mutation sera décrite dans le prochain paragraphe) 
et l'incidence est de 1 naissance sur 2063 8. Les premiers symptômes de la maladie 
ont été observés cliniquement par le pédiatre Jean Larochelle en 1980, soit 
principalement une hypotonie et un retard de développement. Cette maladie, nommée 
syndrome de Leigh de forme canadienne-française (LSFC) ou acidose lactique, 
ressemble beaucoup au LS classique. En effet, il s'agit aussi d'une maladie 
congénitale récessive touchant les enfants en bas âge. Les mêmes lésions nécrosantes 
bilatérales et symétriques associées à une prolifération vasculaire et astrocytaire sont 
présentes dans le système nerveux central. La particularité de ce syndrome est la 
survenue de crises d'acidose sévères menant souvent à la mort des enfants atteints et 
dont la cause est inconnue. Cette crise survient généralement avant l’âge de 2 ans et 
est caractérisée par une respiration de Kussmaul, ou respiration précédant un coma, et 
une perte de conscience 8. 
 
En 1991, les parents des enfants malades ou décédés de la maladie ont créé, 
avec l’importante participation de M. Pierre Lavoie, la Fondation de l'Association de 
l'acidose lactique 143. Cette association a permis de faire connaître la maladie à travers 
le Québec et surtout, d'amasser des fonds pour la recherche, le but principal étant la 
découverte du gène responsable afin de rendre possible le dépistage. Quelques années 
plus tard, en 2001, le Dr. Rioux et ses collaborateurs ont découvert le locus qui serait 
associé au LSFC sur le chromosome 2p16 4. Deux années plus tard, ils ont découvert 
les deux mutations responsables de tous les cas du LSFC sur le gène « leucine-rich 
pentatricopeptide repeat containing protein » (LRPPRC) 9. La mutation principale 
consiste en un échange au niveau d'une paire de base (un C remplacé par un T) à la 
position 1119 de l'exon 9, ce qui résulte en une substitution d'une alanine par une 
valine en position 354 (A354V). Environ 95 % des enfants atteints sont homozygotes 
pour cette mutation. En fait, un seul cas à ce jour est un hétérozygote composé. Il 
possède une deuxième mutation, soit une délétion de 8 nucléotides dans l'exon 35 du 
même gène qui forme un codon stop prématuré à la position 1277 (C1277STOP) 9.  
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Le patient hétérozygote composé présente des symptômes similaires aux 
patients homozygotes, mais il a survécu à dix crises dans sa vie. Ce patient s’avère un 
cas clinique très intéressant du fait qu’il semble aussi susceptible que les patients 
homozygotes à faire des crises, mais il aurait certainement un mécanisme 
compensatoire lui permettant de survivre à celles-ci. De ce fait, les cellules de ce 
patient seront incluses dans l’étude, et comparées à celles des patients homozygotes 
et des témoins afin de mieux comprendre ce mécanisme. 
 
La maladie est caractérisée par une diminution de l'activité de la cytochrome c 
oxydase (COX) ou complexe IV de la chaîne respiratoire mitochondriale. Cette 
déficience varie selon l'organe, ce qui est une différence majeure en comparaison au 
LS classique. Par exemple, dans le cerveau et le foie, son activité est diminuée de 80 
à 90 % comparativement à 50 % dans les muscles squelettiques et les fibroblastes de 
la peau. La déficience n'atteint ni le cœur, ni les reins. L’atteinte du foie résulte en 
une stéatose microvésiculaire 8. Plusieurs études suggèrent que la déficience en COX 
proviendrait d’un problème au niveau de l’assemblage des sous-unités de cette 
enzyme 10, 11. 
 
Chez les enfants atteints du LSFC, les crises d’acidose surviennent dans 
environ 90 % des cas et, de ce nombre, 82 % vont en mourir *. Les éléments 
déclencheurs de cette crise demeurent à ce jour un mystère. Au niveau du bilan 
clinique, on observe de légères modifications du taux de certains métabolites 
sanguins et du LCS, notamment le lactate et le bicarbonate, chez les patients LSFC 
comparativement aux valeurs retrouvées chez les enfants sains (témoins) (Tableau I, 
p. 5). Pendant une crise, ces modifications sont accentuées et les valeurs fluctuent 
beaucoup d’un individu à l’autre (Tableau I, p. 5). Il y aurait alors une importante 
décompensation métabolique qui causerait une défaillance de multiples organes et qui 
serait associée à une mort rapide, soit en une journée. Les patients qui réussissent à 
                                                 
* François Guillaume DeBray, communication personnelle, article en préparation pour 
soumission. 
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traverser cette crise développent en général une déficience neurologique progressive 
qui mène aussi à la mort en quelques semaines *. 
 
Tableau I : Caractéristiques métaboliques des patients LSFC avant et après la 
crise comparativement aux témoins 
 Témoins Sujets LSFC 
 État basal (sain) Avant la crise  Pendant la crise
Lactate du LCS 0,8-2,2 mM 4,8 mM (11) 11,5 mM (2) 
Lactate sanguin 0,8-2,2 mM 4,3 mM (11) 15,0 mM (2) 
Bicarbonate sanguin 22,0-26,0 mM 17,5 mM (14) 9,0 mM (10) 
pH sanguin 7,35-7,45 7,42 (14) 7,10 (10) 
 
Informations tirées de : Morin et al. (1993). Les valeurs pour l’état basal et en crise 
représentent la moyenne des mesures prises chez des enfants atteints de la maladie. Le chiffre 
entre parenthèse représente le nombre d’enfants chez lesquels la mesure a été possible. 
 
On ne sait pas ce qui déclenche les crises mais les observations rapportées par 
les parents d’enfants malades suggèrent que celles-ci surviennent souvent suite à des 
épisodes de stress physique ou émotionnel. Une activité physique trop intense, une 
infection avec de la fièvre, un repas trop riche en gras ou un jeûne sont d’autres 
exemples de situations qui peuvent déclencher les crises 143. Chez les enfants en crise, 
certains éléments sont associés à un mauvais pronostic, comme une cytolyse 
hépatique, des pertes de conscience et une glycémie élevée en début de crise. En 
effet, les enfants ayant un taux de glucose sanguin supérieur à 10 mM au début de la 
crise ont un risque de mortalité augmenté de 30 fois par rapport à un enfant ayant un 
taux de glucose sanguin inférieur à 10 mM *. Le traitement utilisé chez les patients en 
crise comprend une ventilation mécanique, une thérapie à l'oxygène et un traitement 
alcalin. Les quelques patients qui ne font pas de crises et atteignent l’adolescence ou 
l’âge adulte ont un léger handicap mental 8. 
                                                 
* François Guillaume DeBray, communication personnelle, article en préparation pour 
soumission. 
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3.2- Le gène LRPPRC 
 
Le gène code pour une protéine riche en leucine (13 %) dont le poids 
moléculaire est de 130 kilodaltons (kDa), nommée LRP130 ou LRPPRC. Jusqu'à ce 
jour, aucun rôle précis n'a été identifié pour LRPPRC. Les études récentes portant sur 
cette protéine ont généré plusieurs informations intéressantes qui mèneront sans doute 
prochainement à la découverte de son rôle exact. Même si le gène est nucléaire, la 
protéine est localisée principalement dans la matrice mitochondriale 12. Chez les 
patients LSFC, la mutation de LRPPRC n’affecte pas son importation vers la 
mitochondrie, mais plutôt sa stabilité, ce qui cause une dégradation rapide de la 
protéine 3, 13. La forte ressemblance entre LRPPRC et PET309, un homologue 
retrouvé chez la levure, soulève d’autres hypothèses quant au rôle de cette protéine 12. 
PET309 est reconnu pour jouer un rôle dans la stabilité de l’ARNm de la sous-unité I 
de la COX et dans le métabolisme mitochondrial 3, 12. 
 
Des analyses de la structure de LRPPRC ont fourni d’importantes 
informations supplémentaires 14. Il a été démontré que LRPPRC est composé de 2 
domaines : le domaine SEC1 qui est impliqué dans le transport vésiculaire et donc 
possiblement dans la transmission synaptique et l’exocytose, ainsi que le domaine 
ENTH qui est relié à l’endocytose et à l’organisation du cytosquelette 14. De plus, la 
portion N-terminale de la protéine permettrait le transport nucléaire, alors que la 
partie C-terminale permettrait la liaison de LRPPRC à l’acide ribonucléique messager 
(ARNm) 12, 14. LRPPRC fait partie d’une famille de protéines caractérisées par des 
motifs répétés de pentatricopeptide (PPR) qui forment des super-hélices favorisant les 
interactions protéines-protéines ou protéines-ARNm. LRPPRC contient 11 motifs de 
ce genre 12. Il a été démontré que LRPPRC peut se lier à l’ARN polyadénylé dans le 
noyau et la mitochondrie 9, 12. Elle participerait donc à la transcription, la maturation 
et la stabilité de tous les ARNm mitochondriaux, en particulier au niveau des sous-
unités I et III de la COX 15, 16. 
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Une étude récente de Sasarman et al. (2010) montre que « SRA-stem loop 
interacting RNA-binding protein » (SLIRP), un corépresseur de 12 kDa du récepteur 
nucléaire des stéroïdes 17, co-immunoprécipite avec LRPPRC. En fait, ces deux 
protéines forment un complexe de 250 kDa qui serait nécessaire pour maintenir les 
taux d’ARNm mitochondriaux. En outre, l’article de Baughman et al. (2009) 
démontre qu’une réduction de l’expression de SLIRP induit une diminution des 
niveaux d’ARNm mitochondriaux, malgré un état normal de l'ADNmt. Cette 
diminution est corrélée à une déficience de l'activité des complexes I et IV de la 
chaîne respiratoire mitochondriale. SLIRP semble donc jouer un rôle dans le maintien 
de la stabilité des ARNm mitochondriaux. Ce résultat est intéressant puisque les 
patients LSFC présentent une moins grande quantité de la protéine SLIRP et de 
LRPPRC 13. 
 
Dans un article récent, une nouvelle approche génomique a été utilisée pour 
déterminer le rôle de la protéine LRPPRC 15. Les auteurs ont induit un « knock-
down » du gène LRPPRC, à l’aide d’ARN interférents, dans des fibroblastes de peau 
et montré que cette déficience amène une diminution du taux d’ARNm 
mitochondrial, et donc un mauvais assemblage des sous-unités des complexes I, III et 
IV de la chaîne respiratoire mitochondriale 15. En outre, l’absence de LRPPRC 
n’influence pas l’expression des gènes nucléaires codant pour des protéines 
mitochondriales. La délétion de cette protéine a entraîné trois autres effets majeurs au 
niveau du métabolisme. Premièrement, une augmentation de l’expression d’enzymes 
nécessaires au métabolisme du fructose et du mannose, suggérant un lien avec la 
glycolyse. Il pourrait s’agir d’un mécanisme compensatoire à l’atteinte de la chaîne 
respiratoire mitochondriale. Ensuite, une augmentation de la biosynthèse de 
prostaglandines à partir de l’acide arachidonique. Cette observation est intéressante 
car il est connu que l’inhibition de la chaîne respiratoire et l’acidification du milieu de 
culture cellulaire induisent une augmentation des prostaglandines qui peuvent inhiber 
l’apoptose. Finalement, ils ont observé une diminution de la biosynthèse des 
glycosphingolipides 15. 
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Selon une étude réalisée par Cooper et al. (2006) sur des hépatocytes, 
LRPPRC serait également un des principaux composants d'un énorme complexe 
transcriptionel relié à la partie N-terminale du coactivateur 1α du récepteur activé par 
les proliférateurs des peroxysomes (PGC-1α). PGC-1α participerait à la régulation de 
l’homéostasie du glucose dans le foie via une augmentation de la transcription de la 
phosphoénol pyruvate carboxykinase et de la glucose-6-phosphatase. La transcription 
de PGC-1α est induite lors du jeûne et est augmentée chez les diabétiques 3. LRPPRC 
augmenterait l'activité transcriptionnelle de PGC-1α et de son principal homologue, 
PGC-1β. Cet effet est diminué de 50 % lorsque LRPPRC est muté 3. 
 
PGC-1α a aussi un rôle dans la thermogenèse par sa capacité à lier le 
récepteur activé par les proliférateurs des peroxysomes (PPAR-α) dans le tissu 
adipeux brun 18 et par la coactivation de la protéine découplante 1 (UCP1). Cette 
protéine libère les électrons de la chaîne de transport, créant de la chaleur plutôt que 
de l’énergie (adénosine triphosphate (ATP)). L’activation de PPAR-α favorise la 
respiration mitochondriale et permet la biogenèse des mitochondries, soit 
l’augmentation du nombre de mitochondries par cellule 18, 19. Il a été démontré qu’un 
« knock-down » de LRPPRC induit une diminution de l’expression de la protéine 
UCP1 dans les cellules adipeuses. LRPPRC agirait au niveau du promoteur du gène 
d’UCP1. LRPPRC affecterait aussi la différenciation du tissu adipeux brun 18. 
 
En résumé, la mutation A354V présente chez les patients LSFC entraîne une 
malformation de la protéine LRPPRC résultant en une dégradation rapide de celle-ci, 
mais n’affectant pas sa localisation mitochondriale 13. La diminution de la quantité de 
LRPPRC entraîne une déficience en ARNm mitochondriaux, ce qui affecte 
l’assemblage des sous-unités protéiques de la COX et donc son activité au niveau de 
la chaîne respiratoire mitochondriale. LRPPRC a plusieurs autres rôles présumés dont 
on ne connaît toujours pas l’impact dans le LSFC. 
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3.3- La déficience en COX 
 
3.3.1- La mitochondrie 
 
La mitochondrie est un organite présent dans presque toutes les cellules du 
corps humain, mais en quantité variable. Elle est composée de deux membranes, de 
l'espace intermembranaire et de la matrice mitochondriale. Cette dernière contient 
l’ADNmt qui est circulaire. Cet ADNmt est composé de 13 gènes codant pour des 
protéines de la chaîne respiratoire, de 22 gènes codant pour des ARN de transfert et 
deux gènes codant pour des ARN ribosomiques 1. L'ADNmt n'est pas protégé par des 
histones et se situe près de la membrane interne, le principal site de production des 
espèces réactives de l’oxygène (ROS) 20. Cet ADNmt est aussi caractérisé par (i) une 
transmission uniquement maternelle puisque seul l’ovaire contient des mitochondries, 
(ii) un haut taux de mutation et (iii) un très grand nombre de copies par cellule 21. 
Comme les mutations sont présentes seulement dans une partie des génomes 
mitochondriaux (hétéroplasmie), il existe un seuil d'ADNmt muté à atteindre pour 
obtenir une dysfonction mitochondriale. Ce seuil se situe généralement autour de 
90 % 6, mais il peut varier d’un organe à l’autre puisqu’il dépend de la quantité 
d'énergie requise par le tissu 21. Cette hétéroplasmie peut changer avec la division 
cellulaire et donc la maladie peut se transformer avec l’âge et lors de la transmission 
de mère en fille 21. 
 
Les membranes mitochondriales diffèrent de la membrane plasmique par une 
proportion plus élevée de protéines et par une haute concentration de cardiolipines, 
un phospholipide anionique ayant un rôle important au niveau du fonctionnement de 
la chaîne respiratoire 22-24. La principale fonction de la mitochondrie consiste en la 
production d'ATP, soit d'énergie, par la phosphorylation oxydative. Les autres rôles 
de la mitochondrie sont non négligeables : soit la régulation du métabolisme oxydatif 
cellulaire, la synthèse de l’hème et de stéroïdes, l'homéostasie et le transport du 
calcium, la mort cellulaire programmée (ou apoptose) et la nécrose cellulaire 21. 
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3.3.2- L’oxydation des nutriments 
 
Le métabolisme énergétique comprend l'oxydation du glucose, des acides gras 
libres et des protéines provenant de l’alimentation. Ces réactions fournissent les 
substrats de la chaîne respiratoire mitochondriale qui est atteinte chez les patients 
LSFC. Il est donc important de bien comprendre ces réactions afin de voir l’impact 
possible de la diminution de l’activité de la COX au niveau mitochondrial et 
cellulaire. 
 
Dans le cytosol, le glucose est métabolisé par la glycolyse en pyruvate (Figure 
1, p. 11). Cette cascade enzymatique produit deux molécules d’ATP ainsi que deux 
molécules de nicotinamide adénine dinucléotide (NADH). Le pyruvate est par la suite 
transformé en acétyl-CoA par l’enzyme pyruvate déshydrogénase. Cette réaction 
produit une molécule de NADH. L’acétyl-CoA est le substrat du cycle de l’acide 
citrique (CAC) ou cycle de Krebs 25 (Figure 1, p. 11). Les protéines, quant à elles, 
sont catabolisées par des protéases en acides aminés, lesquels peuvent être recyclés 
en d’autres protéines ou convertis en intermédiaires du CAC. Par exemple, en acétyl-
CoA, en succinyl-CoA, en oxaloacétate et α-cétoglutarate 146. 
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Figure 1 : Schéma illustrant la production d’énergie à partir des principaux nutriments. 
Le glucose et les acides gras sont oxydés par la glycolyse et la β-oxydation en acétyl-CoA, le 
substrat du cycle de l’acide citrique (CAC) qui fournit les équivalents réduits permettant à la 
chaîne respiratoire de produire de l’énergie (ATP). NAD : nicotinamide adénine dinucléotide, 
FAD : flavine adénine dinucléotide, ADP : adénosine diphosphate, Pi : phosphate 
inorganique, CoASH : coenzyme A, AMP : adénosine monophosphate, CPT : carnitine 
palmitoyltransférase. 
 
Les acides gras libres entrent dans la cellule puis doivent traverser les 
membranes mitochondriales. Les acides gras à chaîne courte ou moyenne traversent 
librement ces membranes. Inversement, les acides gras à chaîne longue doivent être 
activés pour y parvenir. Cette activation se fait en plusieurs étapes. En premier lieu, 
l’acide gras se lie à un groupement coenzyme A pour former un acyl-CoA qui sera 
transporté vers l’espace intermembranaire (Figures 1 et 2, p. 11 et 12). Cet acyl-CoA 
va ensuite se lier à la carnitine via l’action de la carnitine palmitoyltransférase (CPT)-
I pour former un acylcarnitine qui sera transporté vers la matrice par une translocase. 
Puis, la CPT-II permet de retransformer l’acylcarnitine en carnitine et acyl-CoA 146 
(Figure 2, p. 12). 
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Figure 2 : Transport des acides gras à travers les membranes mitochondriales. Figure 
adaptée de Matera et al. (2003). CPT : carnitine palmitoyltransférase, CoA : coenzyme A. 
 
Les acyls-CoA sont ensuite dégradés par la β-oxydation, soit 4 enzymes qui 
permettent de former l’acétyl-CoA (Figure 3, p. 13). Les quatre étapes consistent en 
une déshydrogénation produisant une flavine adénine dinucléotide (FADH2), suivie 
d’une hydratation puis, d’une deuxième déshydrogénation produisant une molécule 
de NADH. L’étape finale est un clivage de deux carbones pour former un acétyl-
CoA. L’acyl-CoA restant est donc plus court et retournera comme substrat de la β-
oxydation jusqu’à ce qu’il soit complètement dégradé ou, si le nombre de carbones de 
la chaîne est impair, il restera un acétyl-CoA accompagné d’un propionyl-CoA 146.  
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Figure 3 : Réactions enzymatiques de la β-oxydation. Figure adaptée de Biochemistry, 
Voet & Voet, 1990. NAD : nicotinamide adénine dinucléotide, FAD : flavine adénine 
dinucléotide, CoA/CoASH : coenzyme A. 
 
Le CAC consiste en huit réactions enzymatiques permettant d’oxyder l’acétyl-
CoA, générant ainsi les équivalents réduits nécessaires au fonctionnement de la 
chaîne respiratoire mitochondriale. En effet, parmi les principaux produits se 
retrouvent trois molécules de NADH, une molécule de FADH2, une guanosine 
triphosphate, deux CO2 et un groupement CoA (Figure 4, p. 14). L’acétyl-CoA peut 
aussi, via l’enzyme acétyl-CoA carboxylase, se transformer en malonyl-CoA. Ce 
dernier est un inhibiteur puissant du CPT-I, empêchant l’entrée des acides gras dans 
la mitochondrie 146. 
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Figure 4 : Cycle de l’acide citrique (CAC) ou cycle de Krebs. Figure adaptée de 
Biochemistry, Voet & Voet, 1990. NAD : nicotinamide adénine dinucléotide, FAD : flavine 
adénine dinucléotide, GTP : guanosine triphosphate, GDP : guanosine diphosphate, Pi : 
phosphate inorganique, CoA : coenzyme A. 
 
3.3.3- La chaîne respiratoire mitochondriale 
 
La production d'ATP à partir des équivalents réduits générés par le CAC se 
fait via la chaîne respiratoire mitochondriale. Celle-ci consiste en 5 complexes 
protéiques intégrés à la membrane interne (Figure 5, p. 15) 26. Certaines des sous-
unités qui forment ces complexes proviennent de l’ADN nucléaire et d’autres de 
l’ADNmt. Le complexe I, ou NADH déshydrogénase, reçoit les électrons provenant 
du NADH. Ce transfert permet l’oxydation du NADH en NAD+ qui pourra retourner 
comme substrat de la glycolyse, de la β-oxydation et du CAC via le système de 
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navette. Le complexe II, ou succinate déshydrogénase, reçoit des électrons du FADH2 
qui est produit lors de la transformation du succinate en fumarate (Figure 4, p. 14). Il 
est le seul complexe qui n’est pas transmembranaire. Il est plutôt attaché à la 
membrane interne du côté de la matrice. Les électrons sont ensuite transportés vers le 
complexe III, ou cytochrome c oxydoréductase, qui est l'un des sites majeurs de 
production de ROS, principalement l'anion superoxyde (O2-). Finalement, les 
électrons sont transférés au complexe IV, ou COX, qui permet la transformation de 
l'oxygène en eau via le cytochrome c réduit 26. 
 
Figure 5 : Chaîne respiratoire mitochondriale. Le transport des électrons du NADH et 
FADH2 via les 4 complexes de cette chaîne permet le passage de protons H+ vers l’espace 
intermembranaire. Ceci permet à l’ATP synthase ou complexe V de produire l’ATP. Figure 
adaptée de Bayir et Kagan (2008). NAD : nicotinamide adénine dinucléotide, FAD : flavine 
adénine dinucléotide, Q : coenzyme Q, cyt c : cytochrome c, Δψ : potentiel de membrane, les 
5 complexes sont représenté par : I, II, III, IV et V. 
 
Les complexes I, III et IV permettent le transfert des protons de la matrice 
mitochondriale vers l'espace intermembranaire, créant ainsi un fort gradient 
électrochimique. L'ATP synthase utilise ce gradient pour générer l’ATP à partir de 
l'adénosine diphosphate (ADP) et du phosphate inorganique (Pi). Finalement, la 
chaîne nécessite deux protéines capables de transporter les électrons entre les 
complexes, soit le coenzyme Q, situé entre le complexe II et III et le cytochrome c, 
situé entre le complexe III et IV (Figure 5, p. 15). Le cytochrome c est localisé dans 
l’espace intermembranaire, lié à la membrane interne. Le gradient de protons forme 
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un potentiel de membrane (Δψ) qui est important pour la régulation de l'activité de la 
chaîne de transport des électrons. En effet, un potentiel de membrane élevé (180-
200 mV) inhibe les différents complexes de la chaîne respiratoire et, à l’inverse, un 
potentiel bas stimule la respiration 27. 
 
Toutes ces réactions font partie du mécanisme de la phosphorylation 
oxydative dont les rôles principaux sont la production d’énergie et l’oxydation des 
coenzymes réduits par la glycolyse, la β-oxydation et le CAC, impliquant le système 
de navette. Une déficience ou une dysfonction à n'importe quelle étape de ce 
mécanisme induit un trouble de la chaîne respiratoire mitochondriale, soit la plus 
grande classe de désordres métaboliques congénitaux 26. 
 
3.3.4- Caractéristiques de la COX 
 
Le complexe IV de la chaîne respiratoire est celui dont l'activité est diminuée 
chez les patients atteints du LSFC. Il s'agit d'un complexe protéique membranaire 
composé de 13 sous-unités dont trois proviennent de l’ADN mitochondrial (COXI, 
COXII et COXIII) et forment le noyau catalytique de l’enzyme. Ces trois sous-unités 
possèdent les sites de liaison pour 2 molécules de cuivre et pour 2 hèmes 21, 28. 
L’assemblage et la stabilité des sous-unités de la COX nécessitent plusieurs protéines 
incluant: COX10, SCO1, SCO2 et SURF1 29. COX10 est nécessaire pour la liaison de 
l'hème à la sous-unité COXI. SCO1 et SCO2 sont situés sur la sous-unité COXII et 
servent de chaperons pour le cuivre, ce qui permet la liaison du cytochrome c. Ces 
protéines sont extrêmement importantes puisqu’elles sont reliées au bon 
fonctionnement des sous-unités formant le cœur catalytique de la COX 30. En 
revanche, aucun rôle n'a encore été démontré au niveau du LSFC. Finalement, 
SURF1 aiderait plutôt à l'assemblage des sous-unités. Plusieurs articles démontrent 
que la déficience en COX dans le LS classique serait causée par une mutation dans 
SURF1, menant à une dégradation rapide des sous-unités non assemblées par des 
protéases 6, 29. 
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Parmi les 10 sous-unités de la COX encodées dans l’ADN nucléaire, deux 
sous-unités (COXVIa et COXVIIa) existent en deux isoformes différents (H ou L) 
dont l’expression est spécifique au tissu. Ces isoformes diffèrent par leur séquence et 
leur expression, ce qui pourrait expliquer la différence dans la sévérité et l’atteinte 
des différents tissus dans les cas de LSFC, particulièrement entre le cœur et le foie 4, 
27. 
 
L’activité de la COX dépend en premier lieu de la quantité d'énergie requise 
par le tissu cible. Il a été démontré qu'un ratio ATP/ADP bas, résultant d’une forte 
dépense énergétique ou d’une diminution de la production d’ATP, permet d'activer la 
COX et inversement, une accumulation d'ATP, par augmentation de la production ou 
diminution de la dépense énergétique, inhibe l’enzyme lorsqu'elle est phosphorylée 27. 
L'activité de la COX est aussi modulée par la concentration d'oxygène présente dans 
le sang, puisque 90 % de l'oxygène respiré est métabolisé par la COX. En absence 
d'oxygène, par exemple en état d’hypoxie, son activité est diminuée 31. 
 
La composition lipidique de la membrane et la quantité de ROS modulent 
aussi l'activité de la COX. Par exemple, une diminution de la quantité de 
cardiolipines et une augmentation des radicaux peroxydes diminuent son activité 31. Il 
existe aussi plusieurs inhibiteurs du complexe IV, entre autres, le cyanure, le cobalt et 
le monoxyde de carbone. Finalement, l'oxyde nitrique (NO), qui est produit dans 
plusieurs conditions pathologiques reliées au stress et à l’inflammation, inhibe aussi 
son activité 4, 32. 
 
3.4- Les conséquences de la déficience en COX 
 
Il est connu que la mutation de LRPPRC chez les patients LSFC induit une 
diminution de l’activité du complexe IV de la chaîne respiratoire mitochondriale. 
Ceci mène probablement à un ralentissement ou un blocage partiel du transport des 
électrons et même possiblement à un renversement du flot d’électrons selon la 
sévérité de la déficience 33, 34. En effet, dans cette maladie, la diminution de l’activité 
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de la COX varie selon le tissu et la demande énergétique. Les conséquences au 
niveau du métabolisme énergétique sont inévitables et varient d’un organe à l’autre. 
Par exemple, les cellules du cerveau ont besoin de plus d’ATP que les fibroblastes de 
la peau et la déficience en énergie au niveau du cerveau devrait être beaucoup plus 
dommageable. 
 
Les principales conséquences possibles de la diminution de la COX ont fait 
l’objet de nombreuses études et sont résumées dans les sections suivantes. 
 
3.4.1- Diminution de la production d’ATP et accumulation de 
métabolites 
 
Une première conséquence de la diminution de l’activité de la COX qui a été 
proposée est le ralentissement de l’activité de la chaîne respiratoire, ce qui induirait 
une diminution globale du pompage de protons dans l’espace intermembranaire. Le 
gradient électrochimique s’en retrouverait alors diminué et l’activité de l’ATP 
synthase, qui en dépend, le serait aussi. L’ATP étant la principale source d’énergie 
pour la cellule, et la chaîne respiratoire mitochondriale étant le principal générateur 
d’ATP 26, ce ralentissement aurait certainement un impact très important sur la survie 
cellulaire. La possibilité d’une carence énergétique chez les enfants atteints du LSFC 
est suggérée par la présence d’hypotonie 8, 31. 
 
3.4.1.1- L’accumulation de NADH 
 
Une autre conséquence possible du ralentissement de l’activité de la chaîne 
respiratoire serait une accumulation, en amont de celle-ci, des équivalents réduits 
(NADH, FADH2) provenant de la glycolyse, de la β-oxydation et du CAC. En effet, 
le NAD+ sert d’accepteur d’électrons au niveau de ces trois étapes du catabolisme 
cellulaire. Le NADH formé est ensuite oxydé par le complexe I de la chaîne 
respiratoire et permet le transport des électrons ainsi que la formation du gradient 
électrochimique nécessaire à la production d’ATP. Ainsi, chez un individu sain, le 
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ratio NADH/NAD+, qui reflète le taux d’oxydoréduction de la cellule, reste constant. 
Certains auteurs estiment qu’une diminution de l’activité de la COX amène un ratio 
NADH/NAD+ très élevé, par accumulation du NADH au niveau du complexe I, ce 
qui altère le bon fonctionnement des cascades enzymatiques en amont de la chaîne 
respiratoire 35 et favorise l’accumulation d’acétyl-CoA et de métabolites comme le 
pyruvate et le lactate 146. 
 
3.4.1.2- L’accumulation de lactate 
 
Chez un individu sain, le taux de lactate sanguin (entre 0,8-2,2 mM) varie très 
peu grâce à un bon équilibre avec le pyruvate 36. En condition aérobique, la glycolyse 
produit du pyruvate qui est transformé en acétyl-CoA par la pyruvate 
déshydrogénase. L’acétyl-CoA est ensuite métabolisé par le CAC qui produit, entre 
autres, du NADH. En condition anaérobique le pyruvate est plutôt réduit en lactate 
par la lactate déshydrogénase (LDH), ce qui génère du NAD+. Les conditions qui 
induisent une forte augmentation du taux de lactate sanguin sont l’exercice intense 
(anaérobique) et certaines pathologies. Par exemple, l’exercice peut faire augmenter 
la concentration de lactate de 2 mM à 20 mM. Ce surplus de lactate est temporaire, 
puisqu’il est rapidement métabolisé via le cycle de Cori dans le foie. Ce cycle permet 
de transformer le lactate ou pyruvate en glucose qui pourra retourner aux autres 
tissus. Il n’y a pas de conséquences à cette augmentation de lactate car le ratio L/P est 
maintenu 37. Dans le LSFC, le foie subit une atteinte importante (stéatose 
microvésiculaire) et il est probable que sa capacité à métaboliser le lactate soit 
altérée *. D’autre part, il est probable que les enfants atteints du LSFC aient une 
diminution de la production d’ATP. Ceci affecterait également la conversion du 
lactate en glucose, puisque cette réaction nécessite beaucoup d’énergie 37. 
 
Les troubles de l’oxydation mitochondriale, comme une atteinte de la chaîne 
respiratoire, sont aussi reconnus pour induire une augmentation de lactate par 
                                                 
* François Guillaume DeBray, communication personnelle, article en préparation pour 
soumission. 
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diminution de l’oxydation du pyruvate. Le ratio L/P est alors augmenté, ce qui est très 
nocif pour les cellules dû à l’acidification du pH 5, 36. Dans notre modèle, les patients 
LSFC ne souffrent pas d’une augmentation du ratio L/P avant la crise 6. Ils présentent 
souvent un lactate sanguin entre 2 et 11 mM 8. Toutefois, lors d’une crise, le taux de 
lactate atteint des niveaux plus élevés, allant de 12 à 26 mM. À ce moment, le ratio 
L/P pourrait être augmenté. 
 
3.4.2- L'augmentation du stress oxydant 
 
La chaîne de transport des électrons est un site constant de formation de ROS, 
même chez des individus sains 38. En effet, les électrons transportés aux complexes I, 
III et IV peuvent interagir avec l’oxygène et former l’O2-. Le taux de formation basal 
d’O2- est estimé à 2 % et il augmenterait avec l’âge et certaines pathologies 34, 39, 40. 
La cellule possède des antioxydants pour contrebalancer cette production de ROS. 
Les problèmes surviennent lorsqu'il y a un débalancement entre la quantité de ROS 
produits et la quantité d’antioxydants disponibles, ce qui peut se produire, entre 
autres, lors d’une déficience de la chaîne respiratoire ou d’une hypoxie 31. Une 
production importante de ROS risque d’endommager les protéines, les lipides et les 
acides nucléiques présents dans la cellule 34, 39, 40. À cet égard, il est proposé que ceci 
soit responsable des mutations de l’ADNmt et impliqué dans le vieillissement 
cellulaire 34. Une autre conséquence du stress oxydant serait l’ouverture du pore de 
transition de perméabilité mitochondriale (PTP), un important médiateur d’apoptose 
et de nécrose cellulaire. Chez l'homme, un excès de stress oxydant, jouerait un rôle 
dans plusieurs pathologies comme le cancer, le diabète de type 2, l'athérosclérose, la 
réponse inflammatoire chronique, les dommages reliés à l'ischémie/reperfusion et les 
maladies neurodégénératives 40. 
 
Parmi les tissus de l’organisme, il semble que le cerveau et les muscles 
squelettiques soient plus vulnérables au stress oxydant puisqu’ils consomment 
beaucoup d’oxygène. De plus, le cerveau possède une activité antioxydante plus 
faible due à une moins grande quantité de glutathion (GSH) et de catalase. Le cerveau 
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est aussi composé en grande partie d’acides gras polyinsaturés qui sont d’excellents 
sites pour la peroxydation lipidique i.e. la formation de ONOO- (peroxynitrite) à 
partir du NO et de l’O2- 39. Ceci pourrait être particulièrement important dans les cas 
de LSFC puisque la diminution de l’activité de la COX est plus importante dans le 
cerveau. 
 
Un article de Chen et al. (1998) suggère que la peroxydation lipidique peut 
amplifier le dommage initié par les ROS par production de 4-hydroxynonenal (HNE), 
un aldéhyde qui réagit chimiquement avec les composantes cellulaires. Son 
précurseur est l'acide linoléique que l'on retrouve principalement dans les 
cardiolipines liés à la COX. Cette molécule réagit fortement avec les protéines et peut 
inhiber la COX en se liant aux principales sous-unités de cette dernière. Les auteurs 
ont effectivement démontré (i) que le stress oxydant induit une augmentation de HNE 
qui est associée à une diminution de l’activité de la COX, (ii) que les inhibiteurs du 
métabolisme du HNE préviennent sa dégradation et amplifient cet effet, puis, (iii) que 
la dégradation du HNE par conjugaison avec le GSH prévient les effets nocifs du 
stress oxydant. Ce dernier point serait un mécanisme intéressant pour prévenir la 
diminution de l’activité de la COX 41. Le GSH est un puissant antioxydant qui a 
comme précurseur la cystéine. Ainsi, la supplémentation en cystéine par le biais du 
N-acétylcystéine (NAC) pourrait aider à contrer les effets du stress oxydant dans 
certaines maladies de la chaîne respiratoire mitochondriale 20. 
 
La diminution de l’activité de la COX pourrait provoquer une augmentation 
d’oxygène libre dans la mitochondrie, augmentant les chances que ce dernier soit 
transformé en O2-, le précurseur de la plupart des ROS (peroxyde d’hydrogène, 
groupement hydroxyle) 40. Le blocage de la chaîne de transport au niveau de la COX 
pourrait aussi induire une accumulation des électrons en amont ou même un 
renversement de la chaîne résultant en une augmentation des équivalents réduits et de 
la formation de ROS au niveau des complexes I et III particulièrement 34. 
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3.4.3- La mort cellulaire 
 
La littérature décrit deux voies de mort cellulaire. D’abord, la nécrose est une 
mort subite et non programmée de la cellule. Ce type de mort cellulaire est souvent 
associé à une infection, un traumatisme important, un déficit métabolique ou une 
pathologie comme l’infarctus du myocarde 42. Elle consiste souvent en une perte 
d'intégrité de la membrane plasmique et de la membrane des organelles, induisant 
éventuellement la lyse cellulaire. Il y a alors une libération du contenu cellulaire 
causant une importante inflammation 42, 43. À l'opposé, l'apoptose est une mort 
cellulaire physiologique qui est programmée. Elle résulte d’une cascade très précise 
d’événements qui mènent à la condensation du noyau, à la fragmentation de la cellule 
et finalement à la formation de corps apoptotiques. Ces derniers sont rapidement 
phagocytés grâce à certains signaux émis par la membrane cellulaire, dont l’intégrité 
n’est pas altérée, évitant ainsi l’inflammation. Elle survient, entre autres, lorsque les 
cellules sont en sénescence afin de garder un équilibre avec la prolifération cellulaire 
normale, ou dans la morphogenèse, par exemple dans la formation des doigts lors du 
processus de développement de l’embryon 43, 44. L’apoptose peut aussi être 
déclenchée suite à une perturbation de la cascade de signalisation, qui peut provenir 
d’une mutation génétique ou de facteurs extracellulaires associés à certaines 
pathologies. Une bonne régulation de l’apoptose est nécessaire puisqu’une déficience 
à ce niveau peut contribuer au développement du cancer alors qu’un excès est 
souvent associé à des maladies neurodégénératives ou autoimmunes 45-47. 
 
La mitochondrie joue un rôle prépondérant dans l’apoptose et la nécrose 
cellulaire par l’activation des caspases, par la modulation des flux de calcium, par 
contrôle du mécanisme de fusion et fission et par sa capacité à produire un stress 
oxydant 45. La mitochondrie est aussi extrêmement importante de par sa fonction 
bioénergétique reliée à la chaîne de transport des électrons 48. En effet, la cascade 
menant à l’apoptose nécessite de l’énergie sous forme d’ATP. Ainsi, lorsque 
l’atteinte des fonctions bioénergétiques est trop sévère, les cellules sont déviées vers 
la nécrose. L’apoptose et la nécrose sont deux voies de mort cellulaire qui peuvent 
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être induites par des conditions similaires, mais à des niveaux de sévérité 
différents 49. Par exemple, dans le cas d’une augmentation de la production de stress 
oxydant résultant d’une déficience de la chaîne respiratoire mitochondriale, la cellule 
va d’abord déclencher la cascade de l’apoptose. Puis, avec l’augmentation constante 
du stress oxydant, l’atteinte des diverses fonctions cellulaires sera de plus en plus 
importante et la cellule sera déviée vers la nécrose 43, 50. 
 
Ches les patients LSFC, des lésions de nécrose symétriques bilatérales dans le 
tronc cérébral, le thalamus et les noyaux gris centraux ont été rapportés 8, lesquelles 
sont probablement associées à la diminution de 80-90 % de l’activité de la COX, 
même si une relation de cause à effet n’a pas été spécifiquement démontrée. Les 
conséquences de la déficience en COX au niveau du métabolisme énergétique ont été 
présentées dans les sections précédentes, soit une diminution de la production d’ATP, 
une accumulation de métabolites toxiques pour la cellule et une augmentation du 
stress oxydant. Tous ces mécanismes peuvent mener à la mort cellulaire, soit par 
apoptose ou par nécrose 26, 51, 52. Pour bien caractériser la mort cellulaire, il s’avère 
donc important de mesurer l’apoptose, qui survient de manière plus précoce, et la 
nécrose 50. Par conséquent, les principaux mécanismes impliqués dans l’induction de 
la mort cellulaire par apoptose seront décrits plus en détails. 
 
3.4.3.1- L’apoptose 
 
L’apoptose peut être déclenchée par une modification de la concentration de 
divers facteurs sanguins ou par un stress cellulaire. La mitochondrie y joue un rôle 
prépondérant via l’ouverture du PTP et la libération du cytochrome c. Ce dernier 
induit l’activation des caspases effectrices (3, 6 et 7). Ces caspases sont des cystéines 
protéases qui clivent les résidus d’acide aspartique, menant à la dégradation de 
l’ADN et des protéines, et ainsi à la résorption de la cellule. Les mécanismes 
impliqués dans l’apoptose sont divisés en voies intrinsèques et extrinsèques 42, 46 
(Figure 6, p. 24). 
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Figure 6 : Schéma illustrant les voies extrinsèque et intrinsèque de l’apoptose. Figure 
adaptée de Bayir et Kagan (2008). TNF-α : facteur de nécrose tumorale-α, Apaf1 : facteur 
activateur des protéases apoptotiques 1, AIF : facteur inducteur d’apoptose, EndoG : 
endonucléase G, Δψ : potentiel de membrane. 
 
La voie intrinsèque est initiée par un stress intra- ou extracellulaire, comme le 
stress oxydant, le dommage à l’ADN, les radiations UV, les céramides, etc. Ces 
signaux permettent l’activation de protéines de la famille Bcl-2. Les protéines de 
cette famille se divisent en deux classes selon leur domaine : les protéines anti-
apoptotiques qui bloquent la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale 
(MOMP) (Bcl-2 et Bcl-xL) et les protéines pro-apoptotiques comme Bax, Bak, Bid, 
Bad, Bim et Bmf qui ont l’effet inverse. Les ratios Bcl-2 ou Bcl-xL/Bax ou Bak 
détermineraient la probabilité de survie ou de mort des cellules 46, 53. 
 
Le MOMP mène à la libération du contenu de l’espace intermembranaire dans 
le cytosol, ce qui aura pour conséquence la dissipation du potentiel de membrane. 
L’espace intermembranaire contient le facteur inducteur d’apoptose et l’endonucléase 
G (Figure 6, p. 24), qui sont deux protéines qui induisent l’apoptose suite à leur 
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libération dans le cytosol puis leur translocation vers le noyau, où elles conduisent à 
la fragmentation de l’ADN et à la condensation de la chromatine 54. L’espace 
intermembranaire contient aussi des molécules activatrices de caspases comme le 
cytochrome c. Pour être libéré dans le cytosol, le cytochrome c doit d'abord être 
dissocié des cardiolipines. L'oxydation de ces dernières par les ROS entraîne la 
réduction du cytochrome c, favorisant ainsi son détachement de la membrane interne 
puis son relargage dans le cytosol lors de la rupture de la membrane 40. Le 
cytochrome c est nécessaire à la formation de l'apoptosome via sa liaison au facteur 
activateur des protéases apoptotiques 1 (Apaf1) 55. Ce complexe permet l’activation 
par dimérisation de la caspase 9, une caspase initiatrice. Cette dernière pourra cliver 
et activer les caspases effectrices 3 et 7, menant à la dégradation de l’ADN et des 
protéines menant à la fragmentation de la cellule et en la formation de corps 
apoptotiques qui seront phagocytés 55 (Figure 6, p. 24). Un autre mécanisme menant à 
au MOMP est l’ouverture du PTP qui sera décrit dans la section suivante. 
 
Cette cascade d’activation de l’apoptose nécessite de l’ATP pour 
l’oligomérisation de Apaf1, qui est obligatoire pour la liaison du cytochrome c et de 
la procaspase 9 42. Puisque l’apoptose est aussi associée à l’ouverture du PTP et à la 
dépolarisation membranaire menant à une diminution de production d’ATP, il faut 
donc être prudent avec la mesure du taux d’ATP cellulaire et de sa signification. Une 
diminution trop importante d’ATP empêchera l’apoptose mais favorisera la nécrose 
cellulaire 49, 56. 
 
Quant à la voie extrinsèque, celle-ci est initiée par la liaison d’une molécule 
de mort cellulaire à son récepteur (facteur de nécrose tumorale-α (TNF-α) et Fas). Un 
complexe multi-protéique (appelé « DISC ») est alors formé au niveau du récepteur 
qui permet de recruter les procaspases 8 et 10 qui seront activées par dimérisation. 
Elles pourront ainsi activer la caspase 3 et Bid (Figure 6, p. 24). Comme mentionné 
précédemment, Bid est une protéine pro-apoptotique impliquée dans la voie 
intrinsèque, démontrant que les deux voies sont interreliées. La caspase 3, une 
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caspase effectrice, permet le clivage nucléotidique et la dégradation des protéines, 
soit l’étape finale de l’apoptose 46. 
 
La cellule est capable de se protéger contre l’apoptose, dans une certaine 
mesure, par la production de protéines anti-apoptotiques. Il existe aussi des voies de 
survie cellulaire. Par exemple, certains facteurs de survie comme l’insuline qui se 
lient à la membrane cellulaire déclenchant une cascade impliquant la 
phosphatidylinositol 3-kinase et l’Akt. Cette dernière contrôle plusieurs voies 
métaboliques et de survie, par exemple en augmentant le métabolisme du glucose et 
en supprimant l’autophagie 42, 57. De plus, Akt induit la phosphorylation et 
l’inhibition de Bad et de la pyruvate déshydrogénase kinase. L’apoptose est ainsi 
inhibée et le métabolisme du pyruvate est augmenté 58. 
 
3.4.3.2- L’ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale 
 
Un des mécanismes mitochondriaux qui semble impliqué dans l’apoptose et la 
nécrose est l’ouverture du PTP. Ce dernier peut être ouvert de façon définitive en 
présence d’un fort potentiel de membrane, ce qui mène au gonflement de la 
mitochondrie, à une dépolarisation et à la mort cellulaire. L’ouverture peut aussi être 
transitoire en présence de faibles conductances, et donc sans gonflement 59. Il s'agit 
alors d'un état réversible ; dans ce cas, l'ouverture du PTP n'induit pas de 
dépolarisation membranaire 60. 
 
Le PTP est activé par le stress oxydant, une accumulation de calcium dans la 
matrice, une variation dans le potentiel de membrane et une diminution d’ATP 61. 
Toutes ces conditions pourraient être retrouvées lors d’une déficience en COX. Il 
apparaît donc légitime de formuler l’hypothèse que le LSFC soit associé à l’ouverture 
du PTP, et ceci pourrait expliquer la mort cellulaire observée. 
 
La composition exacte du PTP n’est pas encore connue. Toutefois, on 
l’associe souvent à une protéine de la membrane interne, ANT, une porine de la 
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membrane externe, ou canal anionique voltage-dépendant (VDAC) et à la 
cyclophiline-D 51. D’autres protéines pourraient favoriser la formation de ce canal, 
comme Bax et plusieurs kinases. Le PTP permet à des molécules allant jusqu'à 
1,5 kDa de franchir la membrane mitochondriale. Ces échanges sont non spécifiques 
et permettent d’équilibrer le gradient ionique entre le cytosol et la matrice 
mitochondriale 62. Ces échanges sont généralement associés à un gonflement de la 
membrane interne qui peut s’étirer grâce à ses nombreuses invaginations. Par contre, 
la membrane externe ne pouvant pas s’étirer, celle-ci finit par éclater, menant à la 
dissipation du gradient de proton et à la libération des protéines pro-apoptotiques 
dans le cytosol, ce qui induit le découplage de la chaîne de transport des électrons 62. 
L’ouverture du PTP est inhibée ou retardée par la cyclosporine A qui lie la 
cyclophiline-D de la matrice à son site actif 60, 62. 
 
Comme mentionné précédemment, la fermeture du PTP est possible. 
Malheureusement, certains effets sont irréversibles. Par exemple, on peut rétablir le 
gradient de proton de l'espace intermembranaire, mais les molécules qui sont entrées 
ou sorties par le PTP et pour lesquelles il n'existe pas de transporteurs physiologiques 
sont prises au piège dans la matrice ou exclues de la mitochondrie. Ce phénomène 
peut être observé par l’ajout aux cellules de calcéine, un complexe fluorescent qui ne 
peut entrer dans la mitochondrie que par l’ouverture du PTP 60. L’ATP et l’ADP 
peuvent inhiber la formation du PTP, mais pas l’adénosine monophosphate (AMP). 
Les mécanismes d’actions restent à être clairement identifiés 51. 
 
4- Les agents potentiellement inducteurs des crises d’acidose 
 
Depuis la découverte de la maladie de Leigh en 1980, plusieurs observations 
ont été faites concernant les symptômes et l’évolution de la maladie, autant en 
clinique par les pédiatres qu’à la maison par les parents des enfants malades. Il est 
maintenant connu que certains événements sont susceptibles de déclencher la crise 
d’acidose lactique. Ces informations sont disponibles sur le site web de l’Association 
de l’acidose lactique 143. Par exemple, plusieurs parents ont rapporté qu’une situation 
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de stress physique (exercice intense) ou émotionnel pouvait la déclencher. Plusieurs 
crises surviennent aussi suite à une infection avec fièvre ou à une modification de 
l’apport alimentaire, comme un repas riche en gras ou à l’inverse, un jeûne. Tous ces 
événements occasionnent une augmentation de la demande en énergie de l’organisme 
ou une surcharge de l’apport en nutriments. Comme tous les patients LSFC ont une 
activité de la COX diminuée, on s’attend à ce qu’ils aient une diminution du 
métabolisme énergétique dans son ensemble, mais aussi de leur capacité d’adaptation 
à ces changements. Ainsi, ces événements sont considérés comme pouvant 
déclencher une crise d’acidose 31, 63-66. La prochaine section discutera des facteurs 
sanguins susceptibles de jouer un rôle dans le déclenchement des crises. 
 
4.1- Lactate, bicarbonate, pH et glucose 
 
L’étude de Morin et al. (1993) a démontré que la crise d’acidose lactique est 
définie par une augmentation importante de la concentration de lactate dans le sang et 
le LCS, ainsi que par une diminution du bicarbonate sanguin. Bien que ces deux 
changements occasionnent une acidification importante et nocive du sang, qui peut 
être associée à une défaillance de multiples organes menant au coma, on ne sait pas 
encore s’ils sont responsables de la crise ou plutôt une conséquence de celle-ci. En 
outre, l’étude de Merante et al. (1993) rapporte qu’une glycémie sanguine de plus de 
10 mM est un important facteur prédicteur de mortalité chez les enfants en crise. En 
effet, plusieurs études ont démontré que l’hyperglycémie induit la mort cellulaire 
dans la plupart des complications associées au diabète de type 2. L’augmentation de 
glucose dans le sang accentue l’activité de la glycolyse et donc du CAC, fournissant 
plus de substrats pour la chaîne respiratoire mitochondriale. Chez un individu sain, la 
chaîne respiratoire compense en pompant plus de protons dans l’espace 
intermembranaire provoquant une hyperpolarisation pouvant mener à une production 
accrue de ROS 67, 68. Dans le cas des patients atteints du LSFC, la chaîne respiratoire 
est possiblement bloquée ou ralentie, résultant plutôt en une accumulation de ces 
substrats en amont de la COX. Ainsi, on ne sait pas si l’hyperglycémie induit la crise 
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ou si elle est une conséquence de celle-ci, mais il est possible qu’elle joue un rôle 
dans la mort cellulaire associée à la crise. 
 
4.2- Palmitate 
 
Un repas riche en lipides a aussi été associé à la crise. Le palmitate est l’acide 
gras à chaîne longue saturée (C16:0) le plus abondant dans le sang. Il est lié à 
l’albumine ou aux triglycérides et phospholipides des lipoprotéines. Le palmitate est 
considéré comme étant cytotoxique, puisqu’il est reconnu pour induire l’apoptose ; 
soit suite à sa transformation en céramide, un sphingolipide impliqué dans la réponse 
cellulaire au stress et dans la sénescence 69, soit suite à la diminution de la synthèse 
de cardiolipines menant à la libération du cytochrome c 70. Toutefois, il existe une 
controverse quant à l’augmentation des ROS induite par le palmitate. Certains 
chercheurs pensent qu’une concentration élevée de palmitate dans la cellule augmente 
l’activité de la chaîne de transport des électrons suite à l’activation de la β-oxydation, 
laquelle produit les équivalents réduits NADH et FADH2. Ceci aurait pour effet 
d’augmenter la production de ROS par la chaîne respiratoire mitochondriale 71. 
D’autres études ont plutôt démontré que les niveaux de ROS ne changent pas suite à 
l’ajout de palmitate puisque les antioxydants sont incapables de prévenir la mort 
cellulaire 72. Finalement, le palmitate inhiberait la protéine kinase activée par l’AMP 
(AMPK), une protéine qui joue plusieurs rôles bénéfiques au niveau du métabolisme 
cellulaire. L’AMPK est activée lors d’une déplétion en ATP et active les voies qui 
produisent de l’ATP tout en inhibant celles qui en consomment 73. Entre autres, elle 
inhibe l’activité de l’acétyl-CoA carboxylase et diminue ainsi la formation du 
malonyl-CoA, un inhibiteur de la CPT-I et donc de la β-oxydation 71 et elle augmente 
la biogenèse mitochondriale par activation de l’expression de PGC-1α 73. Ainsi, 
l’inhibition d’AMPK favoriserait l’accumulation néfaste d’acides gras dans la cellule 
et réduirait la production d’énergie par les mitochondries. Ces deux conséquences 
pourraient être associées à la mort des cellules par apoptose. Le rôle de l’AMPK sera 
discuté plus en profondeur à la section 5.3. 
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Étant donné les conséquences possibles de la diminution de l’activité de la 
COX chez les enfants atteints du LSFC, soit une accumulation de substrats dans la 
mitochondrie, il apparaît justifié de considérer que la β-oxydation puisse être inhibée 
du moins partiellement, ce qui pourrait favoriser, entre autres, la conversion du 
palmitate en céramide et l’induction des effets lipotoxiques mentionnés ci-dessus. De 
façon conceptuelle, il apparaît donc possible qu’un repas riche en gras puisse 
contribuer, du moins en partie, au déclenchement des crises acidosiques. 
 
4.3- Cytokines, agoniste β-adrénergique et stress oxydant 
 
Les cytokines sont des molécules libérées dans le sang suite à une infection et 
sont reliées à la réponse inflammatoire. Le TNF-α est une molécule inductrice de 
mort cellulaire par apoptose. Ce facteur agit sur la fonction mitochondriale en 
diminuant la transcription de l’ADNmt, en augmentant la synthèse de NO (par 
activation de l’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS)) qui est un inhibiteur de la 
COX et en augmentant la production de ROS 74. De plus, il a été démontré qu’il 
pouvait diminuer l’activité du complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale 75. 
Finalement, le TNF-α inhibe la sous-unité catalytique I de la COX par 
phosphorylation 64. 
 
L’isoprotérénol est un agoniste β-adrénergique qui mime les effets du système 
nerveux sympathique face à un stress. Il permet d’augmenter les niveaux cellulaires 
d’AMP cyclique activant ainsi la protéine kinase A 76. Cette dernière, lorsque 
présente dans la matrice ou la membrane interne mitochondriale, permet la 
phosphorylation de différentes sous-unités de la COX, régulant à la baisse leur 
activité 31. L’isoprotérénol active aussi la lipolyse et favorise l’oxydation des acides 
gras et l’augmentation du glucose sanguin 45. 
 
Finalement, plusieurs évidences démontrent que la déficience en COX puisse 
augmenter la production de ROS par la mitochondrie. Il est aussi connu que ces ROS 
sont de forts inducteurs de la mort cellulaire par apoptose et nécrose 54. Par 
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conséquent, dans notre étude, le peroxyde d’hydrogène sera utilisé comme outil pour 
induire la mort des fibroblastes de patients LSFC. 
 
5- Les agents thérapeutiques potentiels 
 
Pour prévenir le déclenchement des crises d’acidose chez les enfants malades, 
il faut pallier aux conséquences potentielles résultant de la diminution de l’activité de 
la COX, lesquelles ont été décrites à la section 3. Pour notre étude, nous avons ciblé 
des agents thérapeutiques déjà utilisés en clinique pour traiter d’autres maladies. De 
fait, la pharmacocinétique et la pharmacologie de ces agents étant déjà connues chez 
l’humain, ceci permettra d’accélérer la transposition éventuelle de nos données à la 
clinique. De plus, tous les agents choisis devaient pouvoir traverser la barrière 
hémato-encéphalique, étant donné la prépondérance des symptômes neurologiques 
chez les patients LSFC. Dans cette section seront abordés les différents agents 
thérapeutiques qui ont été sélectionnés et étudiés. Ceux-ci sont présentés et regroupés 
selon leurs mécanismes d’action potentiels en lien avec les conséquences reliées à la 
baisse d’activité de la COX. 
 
5.1- Agents ciblant les altérations métaboliques 
 
5.1.1- L’accumulation de NADH (bleu de méthylène et 
dinitrophénol) 
 
Le bleu de méthylène (MB) est reconnu pour sa capacité à transférer des 
électrons 77. En effet, le MB est une molécule ayant une forte capacité 
d’oxydoréduction. Elle peut accepter des électrons du NADH et les transmettre au 
cytochrome c, à l’O2 ou à l’hème. Cette capacité lui permet aussi de jouer un rôle 
d’antioxydant qui serait en mesure de renverser les effets néfastes induits par le 
peroxyde d’hydrogène, comme le vieillissement cellulaire, et de contrer la production 
de radicaux d’oxygène 78, 79. Le MB est utilisé depuis longtemps dans le traitement de 
la méthémoglobinémie. De par son rôle d’accepteur d’électrons, il permet de 
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transformer la méthémoglobine en hémoglobine. Celle-ci peut alors fixer le fer 
ferreux, permettant la distribution de l’oxygène aux tissus 78, 80. 
 
Le MB est aussi reconnu pour prévenir la sénescence cellulaire. Atamna et al. 
(2008) ont effectivement démontré un prolongement de la vie de fibroblastes humains 
résultant de l’augmentation de l’activité mitochondriale. En effet, le MB augmenterait 
l’activité de la COX de 30 % et la consommation d’oxygène de 37-70 % 77, 78, 81. 
 
Le MB est utilisé dans plusieurs autres situations, par exemple, pour protéger 
l’organisme contre les endotoxines bactériennes, pour inhiber iNOS et pour prévenir 
les chocs septiques. Ces trois fonctions sont interreliées : les endotoxines activent 
iNOS, ce qui produit du NO. Ce dernier active la guanylate cyclase qui induit la 
vasodilatation (hypotension) vue dans les cas de choc septique. Le MB inhibe cette 
cascade par l’inhibition directe de iNOS 74. 
 
Le 2,4-dinitrophénol (DNP) est un découpleur de la chaîne de transport des 
électrons qui a longtemps été utilisé dans le traitement de l’obésité 82. Il permet le 
transport des protons H+ à travers la membrane mitochondriale, menant à la perte du 
gradient électrochimique et une augmentation du ratio AMP/ATP. Il y a alors une 
activation de l’AMPK, du métabolisme énergétique et de la respiration 
mitochondriale pour rétablir la situation 83. Les substrats de la chaîne respiratoire, et 
par conséquent le NADH, sont alors oxydés dans la mitochondrie de façon non 
régulée par la demande énergétique de la cellule. Toutefois, le DNP peut-être toxique 
à forte dose dû à une diminution trop importante de la production d’ATP et du 
potentiel de membrane ou par une augmentation de la température corporelle suite à 
l’activation de la respiration 82. 
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5.1.2- Divers autres mécanismes (carnitine, propionate et 
fénofibrate) 
 
Le rôle principal de la carnitine consiste à permettre le transport des acides 
gras à chaîne longue vers la matrice mitochondriale, via les CPT-I et II, où a lieu la β-
oxydation 84. Elle est synthétisée par les reins et le foie à partir de la lysine et de la 
méthionine. La carnitine aurait d’autres rôles bénéfiques par exemple, pour traiter les 
maladies cardiaques par l’augmentation de la phosphorylation oxydative et dans 
l’excrétion d’acides organiques et de certains métabolites toxiques produit lors d’une 
ischémie 22. De plus, une étude de Mutomba et al. (2000) montre que la carnitine 
permet d’inhiber les caspases de la voie extrinsèque de l’apoptose. La carnitine aurait 
aussi un rôle d’antioxydant permettant de contrer la peroxydation lipidique. 
 
Il a été démontré précédemment qu’une atteinte de l’activité de la chaîne 
respiratoire mitochondriale peut diminuer la production d’ATP et inhiber l’oxydation 
des acides gras. L’accumulation subséquente des acyls-CoA est responsable d’une 
lipotoxicité associée, entre autres, à la synthèse de céramide et de triglycérides. Une 
telle accumulation peut aussi être associée à un effort physique très intense. La 
carnitine agit en se liant à ces acides gras en surplus, formant des acylcarnitines qui 
sont moins dommageables pour la cellule 85, 86. Il a d’ailleurs été démontré que les 
maladies mitochondriales diminuent la quantité de carnitine libre qui se retrouve 
principalement sous sa forme estérifiée. La formation de ces acylcarnitines facilite 
également la sortie des acides gras du cytosol vers le plasma 84, 85. Ainsi, 
l’administration de carnitine est bénéfique dans le traitement des maladies 
mitochondriales 84. 
 
Il existe aussi des acyls esters de la carnitine qui ont des effets thérapeutiques 
potentiels, soit l’acétylcarnitine et le propionyl-L-carnitine (PLC) 22. L’acétylcarnitine 
est plus facilement absorbée et distribuée aux différents tissus de l’organisme et elle 
traverse mieux la barrière hémato-encéphalique. Elle est reconnu pour augmenter la 
production d’ATP et protéger contre le stress oxydant 84. Le propionate favorise le 
 34
bon fonctionnement du CAC, puisqu’il est un précurseur du succinate. La formation 
de ce substrat génère de l’ATP de façon indépendante de la chaîne respiratoire 
mitochondriale. Dans la présente étude, la L-carnitine est utilisé en combinaison avec 
le propionate pour mimer l’effet du PLC. Ce dernier est reconnu pour améliorer la 
fonction cardiaque suite à une ischémie, probablement par la combinaison des effets 
bénéfiques reliés aux deux composantes de ce nutriment synthétique 87-90. 
 
Une approche génétique a aussi été considérée pour améliorer la survie des 
cellules. Par exemple, par l’activation de facteurs de transcription de la mitochondrie. 
Le PPAR-α est un facteur de transcription relié à l’oxydation des acides gras. Son 
activation permet d’augmenter la phosphorylation oxydative. Un agoniste de PPAR-
α, le fénofibrate, peut jouer un rôle similaire et favoriser ainsi le fonctionnement de la 
respiration mitochondriale. Une étude réalisée chez des enfants ayant subit des 
brûlures majeures montre une diminution de la fonction oxydative mitochondriale 
d’environ 70 %. Ce problème est relié à une diminution de la quantité et de la 
fonction des gènes et des protéines mitochondriales 91. L’utilisation d’agonistes de 
PPAR-α a été suggérée pour augmenter l’activité mitochondriale, permettant 
d’améliorer le pronostic chez ces patients. Ils ont effectivement observé une 
augmentation de la fonction mitochondriale et de l’oxydation du glucose avec un 
traitement au fénofibrate, par augmentation de l’expression de gènes codant pour des 
protéines de la chaîne respiratoire et du CAC 91. Ainsi, dans le cas des patients LSFC, 
il est possible que le fénofibrate aide à rétablir la fonction mitochondriale déficiente. 
 
5.2- Agents ciblant le pore de transition de perméabilité mitochondriale 
(cyclosporine A et sildénafil) 
 
La cyclosporine A est un agent immunosuppresseur qui bloque la formation 
du PTP via une liaison très spécifique à la cyclophiline D, une composante 
importante de celui-ci 51, 62. Le sildénafil, un inhibiteur de la phosphodiestérase 5, est 
reconnu pour son effet vasodilatateur et est utilisé dans les cas de dysfonction 
érectile. Le sildénafil a aussi plusieurs autres fonctions reconnues. Il est utilisé pour 
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diminuer la pression artérielle pulmonaire et la résistance vasculaire dans les cas 
d'hypertension pulmonaire. Dans l’insuffisance cardiaque chronique, il permet 
l’inhibition de l’agrégation des plaquettes, la dilatation des artères coronaires et 
l’amélioration de la dysfonction endothéliale 39, 92. Il existe certaines évidences 
montrant que le sildénafil inhibe l'ouverture du PTP dans le cœur. En effet, la cascade 
induite par l’activation de la guanosine monophosphate cyclique et la protéine kinase 
G permettrait de diminuer l’influx calcique vers la mitochondrie et favoriserait la 
phosphorylation/activation de différentes kinases responsables de l’inhibition de 
l’ouverture du PTP dans les cellules vasculaires du myocarde 93. 
 
5.3- Agents ciblant le stress oxydant (idebenone, N-acétylcystéine et 
resvératrol) 
 
L’idebenone, le NAC et le resvératrol sont des antioxydants puissants, parmi 
lesquels l’idebenone cible plus particulièrement la mitochondrie. L’idebenone est un 
analogue du coenzyme Q qui possède une chaîne plus courte, lui permettant de mieux 
traverser la barrière hémato-encéphalique 84, 94. Le coenzyme Q est un antioxydant 
membranaire et un constituant important de la chaîne de transport des électrons. 
L’idebenone inhibe la peroxydation lipidique, protège les mitochondries contre le 
stress oxydant et augmente le métabolisme mitochondrial 95. Il est utilisé pour le 
traitement de maladies neurodégénératives, comme l’Alzheimer, la maladie 
d’Huntington et le Parkinson 84. Dans l’ataxie de Friedreich, l’idebenone diminue le 
stress oxydant et l’hypertrophie cardiaque, mais pas la fonction neurologique 96-98. Un 
désavantage de l’idebenone est un faible taux d’accumulation dans la mitochondrie 
dû à une distribution très large 94. 
 
Le NAC est le précurseur du GSH. Ce dernier a un rôle central dans la 
défense antioxydante de l’organisme. Quelques études ont démontré que la 
supplémentation alimentaire en cystéine sous forme de NAC diminue le stress 
oxydant dans plusieurs pathologies affectant l’état d’oxydoréduction cellulaire, dont 
les maladies mitochondriales et l’Alzheimer 20, 99, 100. Le NAC protègerait contre le 
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dommage à l’ADN et les cancers 101, et stimulerait l’activité des complexes I et IV de 
la chaîne respiratoire mitochondriale 100, 102. 
 
Quant au resvératrol, il fait partie des polyphénols que l’on retrouve dans les 
raisins et le vin rouge. Il préviendrait certains cancers par une action inhibitrice sur la 
cyclooxygénase 2 et sur l’inflammation en plus de favoriser l’apoptose 103. Le 
resvératrol permettrait aussi de diminuer le taux de HNE, qui est augmenté dans 
plusieurs pathologies reliées à la peroxydation lipidique 104. Cet antioxydant aurait 
aussi un effet protecteur sur le cœur par inhibition de la formation d’athérosclérose 
via une action directe sur la diminution de la production de stress oxydant de la 
cellule et des membranes. Le resvératrol permettrait d’inhiber l’adhésion des 
leucocytes à l’endothélium et l’agrégation plaquettaire 103. Il augmenterait aussi 
l’activité de la superoxyde dismutase et activerait l’AMPK, le PGC-1α et la sirtuine 1 
(SIRT1). 
 
L’AMPK est considéré comme un senseur des niveaux énergétiques de la 
cellule. L’AMPK est activé lorsque le ratio AMP/ATP est trop élevé, révélant une 
perturbation dans l’apport nutritionnel et dans la production d’énergie ou une 
utilisation importante des réserves énergétiques (exercice) 105. L’AMPK stimulerait la 
captation de glucose et inhiberait l’acétyl-CoA carboxylase menant à une diminution 
de malonyl-CoA et donc une augmentation de la β-oxydation et de la production 
d’ATP 71, 106. L’AMPK permettrait aussi la croissance des prolongements des cellules 
neuronales et la biogenèse mitochondriale via l’activation de PGC-1α 105. L’AMPK 
activerait l’expression des protéines UCP mitochondriales. Ces découpleurs de la 
respiration cellulaire favoriseraient la diminution de la formation de ROS aux 
complexes I et III 107. D’un point de vue théorique, le resvératrol semble donc avoir 
un excellent potentiel thérapeutique pour traiter les cas d’acidose lactique en contrant 
les effets néfastes du stress oxydant et par son activation de l’AMPK qui a plusieurs 
effets bénéfiques pour la cellule et la fonction mitochondriale. 
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6- Objectifs de travail, hypothèse et approche expérimentale 
 
La présente étude visait d’abord (i) à caractériser l'effet de facteurs 
métaboliques périphériques potentiellement altérés chez les patients LSFC sur la mort 
de lignées cellulaires issues de ces sujets puis, (ii) à identifier des agents 
thérapeutiques capables de prévenir ou retarder cette mort en palliant les 
conséquences de la déficience en COX. 
 
Pour ce faire, des fibroblastes primaires provenant de biopsies de peau 
prélevées chez des patients LSFC et des témoins ont été utilisés puisqu’aucun autre 
modèle n’était disponible pour cette maladie (Figure 7, p. 38). Les mutations qui sont 
à l’origine de la maladie ayant été découvertes récemment, il n’existe à ce jour aucun 
modèle de souris LSFC ou de souris « knock-out/knock-in ». 
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Figure 7 : Hypothèse de travail. Le schéma représente les différentes conséquences de la 
déficience en COX (X). Les flèches mauves indiquent une accumulation, les flèches orange 
indiquent une diminution, les flèches noires indiquent le déplacement des différentes 
molécules et les flèches jaunes représentent le déplacement possible des électrons de la 
chaîne respiratoire et l’effet associé sur les espèces réactives de l’oxygène (ROS). CI, CII, 
CIII, CIV et CV : les 5 complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale, CAC : cycle de 
l’acide citrique, NAD : nicotinamide adénine dinucléotide, FAD : flavine adénine 
dinucléotide, CPT : carnitine palmitoyltransférase, PTP : pore de transition de perméabilité. 
 
L’hypothèse de travail, illustrée à la figure 7 (p. 38), prédit que les facteurs 
sanguins sélectionnés pourront induire la mort des cellules de patients LSFC de façon 
prématurée ou accrue comparativement aux cellules de témoins. Ces facteurs seraient 
alors potentiellement associés au déclenchement des crises d’acidose chez ces 
enfants. 
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Par la suite, les agents thérapeutiques agissant sur les diverses conséquences 
potentielles de la diminution de la COX, soit une diminution du taux d’ATP, et 
l’augmentation du stress oxydant, du NADH et des dérivés lipidiques toxiques, 
pourraient prévenir ou retarder la mort cellulaire observée avec les facteurs sanguins. 
Ces agents pourraient alors potentiellement prévenir le déclenchement des crises 
d’acidose. 
 
Finalement, le mécanisme sous-jacent à la mort cellulaire observée pourrait 
possiblement être relié à une diminution de l’activité de la COX ou une diminution de 
la production d’ATP cellulaire associée à l’utilisation des facteurs sanguins. 
 
Ainsi, les cellules de patients LSFC et de témoins ont été soumises à 8 
facteurs sanguins puis 10 agents thérapeutiques utilisés seuls ou en combinaison. La 
nécrose, via la relâche de la LDH, et l’apoptose, via l’activité des caspases effectrices 
3 et 7, ont été mesurés et la réponse a été comparée entre les cellules des patients 
homozygotes, du patient hétérozygote composé et des témoins. De plus, des mesures 
de l’activité de la COX et du taux d’ATP cellulaire ont été faites afin d’évaluer le rôle 
de ces facteurs dans l’induction de la mort des cellules. 
Matériel et méthodes 
 
1- Principe général de l’étude 
 
En premier lieu, il est important de rappeler que le LSFC est une maladie rare 
ayant été découverte relativement récemment et ayant un pronostic très grave. Le 
nombre de patients est donc limité. Historiquement, on dénombre 56 patients ayant eu 
cette maladie dont 10 sont vivants à ce jour, incluant le patient hétérozygote 
composé *. De plus, les informations cliniques disponibles pour ces patients sont très 
restreintes. Étant donné cette limite au niveau des connaissances, une étude pilote de 
type exploratoire a d’abord été réalisée. 
 
Cette étude pilote consiste en un important criblage de facteurs sanguins 
préalablement sélectionnés afin de déterminer lesquels induisent une mort accrue ou 
prématurée des cellules de patients LSFC comparativement aux cellules de témoins. 
La mort cellulaire par apoptose et par nécrose a été évaluée par des mesures de 
l’activation des caspases 3 et 7 et de la relâche de la LDH respectivement. Pour 
chaque facteur sanguin choisi, nous avons effectué une courbe dose-réponse afin de 
s’assurer d’avoir l’effet optimal. Les facteurs ont été testés seuls et en diverses 
combinaisons. Pour cette première partie de l’étude, le but était d’identifier 
rapidement les molécules ayant un effet bénéfique. Pour atteindre ce but, les tests ont 
été faits un nombre limité de fois et sur un nombre restreint de lignées cellulaires. 
Pour cette raison, aucun test statistique n’a été réalisé dans cette partie de l’étude. 
Parmi les facteurs ayant induit une mort cellulaire importante, nous avons sélectionné 
ceux qui avaient une plus grande pertinence (patho)physiologique pour la deuxième 
partie de l’étude où les facteurs ont été testés de façon systématique sur la totalité des 
lignées cellulaires disponibles, et ce pour un nombre d’expériences suffisamment 
                                                 
* François Guillaume DeBray, communication personnelle, article en préparation pour 
soumission. 
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grand pour confirmer la reproductibilité des résultats et permettre les analyses 
statistiques. 
 
L’étude pilote a également permis de sélectionner le temps d’incubation 
optimal pour chacun des tests selon le facteur sanguin ou l’agent thérapeutique 
utilisé. L’idéal aurait été de pouvoir suivre l’évolution de la mort cellulaire dans le 
temps. Malheureusement, une telle mesure était impossible à réaliser avec les 
appareils disponibles. Il a donc fallu se limiter à des mesures ponctuelles. En ce qui 
concerne la mesure de nécrose, les temps d’incubations choisis initialement étaient de 
24 et 48 h. Après quelques essais, nous avons déterminé qu’à 24 h le taux de nécrose 
était généralement trop faible pour être mesuré avec précision, alors qu’à 48 h, il était 
trop élevé, soit supérieur à 90 %, pour toutes les cellules, incluant celles provenant 
des témoins. Nous avons donc opté pour des temps de 30 et 34 h afin d’obtenir un 
pourcentage de mort cellulaire qui permettait de documenter des changements, soit 
une diminution ou une augmentation. Ainsi, le temps d’incubation de 34 h a été 
choisi pour la deuxième partie de l’étude. Quant aux tests d’apoptose, d’ATP et de 
COX, le temps d’incubation était toujours de 24 h. 
 
Par la suite, toujours dans le contexte de l’étude pilote, nous avons mesuré 
l’efficacité des différents agents thérapeutiques à prévenir ou diminuer la mort 
cellulaire induite par les différents facteurs sanguins en agissant au niveau des 
conséquences possibles de la diminution de l’activité de la COX. Nous avons effectué 
des courbes dose-réponse pour la plupart des agents et nous avons mesuré l’effet de 
ces agents seul ou en combinaison. Nous avons encore une fois sélectionné les agents 
ayant les effets les plus intéressants et qui avaient un plus grand potentiel 
d’application clinique à court terme. 
 
La deuxième partie de l’étude visait à mesurer l’effet de ces facteurs sanguins 
et agents thérapeutiques (conditions) sélectionnés sur la base des résultats de l’étude 
pilote sur les 8 lignées cellulaires disponibles (Tableau II, p. 43) et à s’assurer de la 
reproductibilité des résultats par des tests statistiques. En parallèle, nous avons 
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mesuré l’effet de ces conditions sur l’activité de la COX et sur la production d’ATP 
cellulaire. La figure 8 (p. 42) illustre le protocole expérimental suivi pour la 
deuxième partie de l’étude ; les détails de ce protocole sont présentés aux sections 
suivantes. 
 
 
Plaque de 96 puits contenant les 8 lignées cellulaires (Tableau II, p. 43) 
(Milieu de culture sans addition) 
 
 
Ajout des conditions préalablement sélectionnées : 
La combinaison de palmitate 1 mM, lactate 10 mM et glucose 30 mM 
(Facteurs sanguins) 
avec ou sans 
Différentes combinaisons de carnitine 1 mM, 
propionate 0,2 mM et MB 125 nM 
(Agents thérapeutiques) 
 
 
 
Mesure d’apoptose 
(caspases 3 /7) 
Mesure d’ATP 
Dosage de l’activité  
de la COX 
Mesure de nécrose  
(LDH) 
 
 
Figure 8 : Schéma expérimental suivi pour la deuxième partie de l’étude. Le temps 
d’incubation optimal a été déterminé expérimentalement pour chaque test dans la première 
partie de l’étude. LDH : lactate déshydrogénase. 
 
4 h 
34 h 24 h 
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2- Culture des lignées cellulaires 
 
Les 8 lignées cellulaires utilisées au cours de cette étude sont des fibroblastes 
primaires provenant de biopsies de peau prélevées chez des patients LSFC et des 
témoins (Tableau II, p. 43). Elles ont été cultivées dans un milieu DMEM 
(« Dulbecco's Modified Eagle's Medium ») contenant du glucose (30 mM), de la L-
glutamine (584 mg/L) et du pyruvate de sodium (110 mg/L) (Mediatech, Manassa, 
VA, USA) auquel ont été ajoutés du sérum fœtal bovin (FBS) (10 %) préalablement 
inactivé 1h30 à 55 ˚C, de la pénicilline (100 U/ml) et de la streptomycine (10 mg/ml) 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Des vitamines et une solution d’acides aminés ont 
aussi été ajoutées à ce milieu (Tableau III, p. 44). 
 
Tableau II : Caractéristiques des différentes lignées cellulaires utilisées 
Code 
Nom de 
la lignée 
Sexe 
Âge au 
prélèvement 
Origine 
Provenance – 
Caractéristiques 
T1 EBS-3FD F 9 
T2 EBS-4FA F 5 
Française *Biobanque 
T3 JGE M 39 
T4 MCO F 19 
Québécoise McGill 
HC AL001 M 25 Québécoise 
Biobanque –  
Hétérozygote composé 
A354V et C1277STOP 
P1 AL002 M 25 
P2 AL005 F 25 
P3 AL006 F 8 
Québécoise 
Biobanque – 
Patients LSFC 
Homozygotes A354V 
 
*Biobanque de l’acidose lactique, Laboratoire Gépromic, UQAC, Chicoutimi. Le passage 
maximal, déterminé expérimentalement, est de 20 pour chaque lignée cellulaire, sauf pour la 
lignée HC qui est de 15. Cette valeur a été respectée tout au long de l’étude. 
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Une autre lignée cellulaire témoin provenant de chez ATCC (Manassa, VA, 
USA) a été utilisée au début de l’étude. Il s’agit de fibroblastes de peau provenant 
d’un nouveau-né caucasien de sexe masculin (CRL-2429). Ces cellules ont été 
cultivées dans un milieu IMDM (« Iscove’s Modification of DMEM ») (ATCC) 
additionné de FBS (10 %), de pénicilline (100 U/ml) et de streptomycine 
(10 mg/ml). Nous avons cessé d’utiliser cette lignée lorsque nous avons appris que 
nos cellules de patients provenaient d‘enfants plus âgés et d’adultes. Ceci nous a 
aussi amené à trouver deux nouveaux témoins adultes (T3 et T4) pour mieux 
représenter nos patients (Tableau II, p. 43). 
 
Tableau III : Composition des solutions de vitamines et d’acides aminés  
Solution de vitamines (Mediatech) Solution d’acides aminés non 
essentiels (Mediatech) 
Composantes Concentration 
(mg/L) 
Composantes Concentration 
(mg/L) 
NaCl 8500,00 L-Alanine 890,00 
Pantothénate  
de D-Calcium  
100,00 L-Asparagine•H2O 1500,00 
Chlorure de choline 100,00 Acide L-aspartique 1330,00 
Acide folique 100,00 Acide L-glutamique  1470,00 
i-Inositol 200,00 Glycine 750,00 
Nicotinamide 100,00 L-Proline 1150,00 
Pyridoxine•HCl 100,00 L-Sérine 1050,00 
Riboflavine 10,00 Spécifications  
Thiamine•HCl 100,00 pH (avant tampon) 3,5 ± 0,2 
Spécifications  pH (après tampon) 3,5 ± 0,5 
pH  6,8 – 7,6 Osmolarité 74 ± 15 
Osmolarité 250 ± 50   
 
Les informations sont tirées du site internet de Mediatech 145. 
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3- Préparation des conditions 
 
Pour chacun des tests effectués (nécrose, apoptose, ATP et COX), les cellules 
de témoins et de patients ont été incubées avec les différents facteurs sanguins ou 
agents thérapeutiques. Le protocole pour la préparation de ces conditions a toujours 
été le même sauf pour quelques exceptions. Voici le principe général de la 
préparation des conditions. 
 
En premier lieu, nous avons voulu voir l’effet d’une hyperglycémie sur la 
survie cellulaire. Comme les cellules sont normalement incubées dans un milieu 
contenant 30 mM de glucose, elles ont été préalablement conditionnées pendant 24 h 
dans un milieu contenant 5 mM de glucose. Les cellules ont ensuite été incubées à 
nouveau dans un milieu contenant 30 mM de glucose pour mimer une hyperglycémie. 
 
Nous avons ensuite mesuré l’effet combiné d’une hyperglycémie, d’une 
diminution du bicarbonate sanguin et d’un pH acide sur la mort cellulaire. Les 
cellules ont, encore une fois, été conditionnées pendant 24 h dans un milieu contenant 
5 mM de glucose. Puis elles ont été incubées dans un milieu contenant 30 mM de 
glucose et des concentrations réduites de bicarbonate de façon à diminuer le pH 
(Tableau IV, p. 46). Nous avons aussi ajouté 25 mM d’HEPES (acide 4-(2-
hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique) (Invitrogen) au milieu acide (pH = 
7,0) et au milieu normal (pH = 7,4) pour stabiliser le pH. 
 
Pour toutes les autres conditions, les facteurs sanguins et les agents 
thérapeutiques ont été ajoutés directement dans le milieu de culture de base, i.e. du 
DMEM contenant 30 mM de glucose, de la glutamine et du pyruvate de sodium. 
Ainsi, pour toutes les autres conditions testées, nous considérons, dans 
l’interprétation des résultats, que la concentration de glucose est élevée. Les tableaux 
IV et V (p. 46 et 47) présentent les concentrations utilisées pour ces facteurs sanguins 
et ces agents thérapeutiques, respectivement. Pour chaque condition testée, 
l’osmolarité a été ajustée avec du mannitol (Sigma, St-Louis, MO, USA). Lorsque 
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nécessaire, le véhicule (DPBS, BSA ou éthanol 96 %) était ajouté au milieu seul pour 
la condition basale. 
 
Tableau IV : Concentrations testées pour les facteurs sanguins 
Facteur sanguin Concentrations testées 
Glucose 5, 10, 20 et 30 mM 
Lactate 10 mM 
Bicarbonate de sodium 7 et 23 mM 
Palmitate 0,20, 0,50, 0,75 et 1,00 mM 
Peroxyde d’hydrogène 10, 50, 75, 100, 150 et 200 μM 
TNF-α 2, 10, 20, 30, 50 et 100 ng/ml 
Isoprotérénol 1 et 10 μM 
 
Le TNF-α humain recombinant a été dilué dans du « Dulbecco's phosphate-buffered saline » 
(DPBS) (Invitrogen) additionné de 0,01 % d’albumine pour le stabiliser. Le peroxyde 
d’hydrogène a été dilué dans le DPBS et l’isoprotérénol dans de l’eau. Tous les autres 
facteurs ont été ajoutés directement dans le milieu de culture. 
 
Le glucose et le peroxyde d’hydrogène proviennent du Laboratoire MAT, le 
lactate et l’isoprotérénol de Sigma alors que le TNF-α provient de R&D Systems 
(Minneapolis, MN, USA). Le palmitate (Sigma), qui est ajoutée au milieu 
d’incubation des cellules, a d’abord été complexé à l’albumine (Millipore, Billerica, 
MA, USA : albumine de sérum bovin sans acide gras) afin de reproduire les 
conditions retrouvées dans le plasma. La concentration de la solution de palmitate 
était de 12 mM avec 16 % d’albumine. Dans le milieu de culture des cellules, la 
concentration finale du palmitate complexé à l’albumine variait de 0,5 à 1 mM, alors 
que celle de l’albumine était constante (1,33 %). 
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Tableau V : Concentrations testées pour les agents thérapeutiques 
Agent thérapeutique Concentration finale 
Bleu de méthylène 125, 250 et 500 nM 
Resvératrol 10, 50 et 100 μM 
N-acétylcystéine 1 mM 
Idebenone 10 et 25 μM 
Sildénafil 0,3, 1 et 10 μM 
Cyclosporine A 0,2 μM 
Fénofibrate 20 μM 
L-carnitine 1, 3 et 10 mM 
Dinitrophénol 10, 25 et 50 μM 
Propionate 0,2 mM 
 
Le resvératrol, l’idebenone, la cyclosporine A et le fénofibrate ont été dilués dans de 
l’éthanol 96 %. Pour ces agents, le volume ajouté au milieu de culture était inférieur ou égal à 
5 μl pour 100 μl afin d’éviter la toxicité induite par l’éthanol sur les cellules. Les autres 
agents ont été dilués dans de l’eau. 
 
Le MB provient de la pharmacie de l’Institut de Cardiologie de Montréal 
(Montréal, Qc, Canada), alors que le resvératrol, le NAC, l’idebenone, la 
cyclosporine A, le fénofibrate, la L-carnitine, le DNP et l’acide propionique 
proviennent de Sigma. Le sildénafil est une gracieuseté de Pfizer (Kirkland, Qc, 
Canada). 
 
4- Mesure de la nécrose cellulaire 
 
• Principe de la mesure 
 
La mesure de nécrose est basée sur la libération de LDH, une enzyme 
cytosolique, relâchée par les cellules nécrotiques suite à la rupture des membranes. La 
mesure du LDH a été effectuée à l’aide du « Cytotox 96 non-radioactive cytotoxicity 
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assay » (Promega, Madison, WI, USA). La réaction enzymatique couplée de la LDH 
et de la diaphorase permet de transformer le sel de tétrazolium en formazan, qui est 
de couleur rouge (Figure 9, p. 48). L’intensité de la couleur formée est 
proportionnelle à la quantité de LDH relâchée dans le milieu et celle-ci est mesurée 
par densité optique (D.O.). 
 
   LDH    
NAD+ + lactate → Pyruvate + NADH 
       
   Diaphorase    
NADH + sel de tétrazolium → NAD+ + formazan (rouge) 
 
Figure 9 : Réaction chimique induite par la LDH. LDH : lactate déshydrogénase, NAD : 
nicotinamide adénine dinucléotide. 
 
La quantité de LDH présente dans le surnageant des cellules est normalisée 
pour la concentration totale de LDH présente. Le taux de cytotoxicité ou pourcentage 
de nécrose est donc calculé selon la formule suivante : 
 
D.O. du surnageant (cellules nécrotiques) Cytotoxicité (%) = D.O. du culot + surnageant  (cellules totales) X 100
 
• Protocole expérimental 
 
Les cellules des 8 lignées ont été mises dans des plaques transparentes de 96 
puits (10 000 cellules par puits) (Corning) contenant les agents inducteurs et 
thérapeutiques. À ces plaques, un blanc a été ajouté, i.e. un puits ne contenant que du 
milieu de culture pour mesurer le bruit de fond provenant du FBS. Cette valeur a été 
soustraite des résultats. Deux contrôles positifs ont été utilisés, soit une solution de 
LDH (fournie par la compagnie) et une concentration élevée de peroxyde 
d’hydrogène (500 µM). 
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Les cellules ont été incubées avec les agents inducteurs et thérapeutiques à 
37 ˚C pendant 24, 30 ou 48 h. Ensuite, le surnageant et le culot cellulaire ont été 
prélevés puis incubés avec une solution de lyse pendant 1 h. Une fois les cellules 
lysées, un mélange de substrats contenant la diaphorase et le sel de tétrazolium a été 
ajouté. Après 30 min à la température de la pièce dans le noir, la réaction a été arrêtée 
avec 1 M d’acide acétique et la D.O. a été mesurée à 490 nm à l’aide du Synergy 2 de 
chez Biotek (Winooski, VT, USA). 
 
5- Mesure de l’apoptose cellulaire 
 
• Principe de la mesure 
 
Les voies intrinsèques et extrinsèques de l’apoptose cellulaire nécessitent 
l’activation par clivage des caspases effectrices (3/7). Ces protéases, lorsqu’activées, 
clivent les résidus d’acides aspartique (Asp) des protéines et de l’ADN menant à la 
résorption de la cellule. Ainsi, la mesure de l’activité de ces caspases est un bon 
moyen d’évaluer l’apoptose cellulaire. Cette mesure a été réalisée à l’aide du 
«Caspase-Glo 3/7 Assay» (Promega). Celui-ci utilise un réactif qui permet la lyse des 
cellules, libérant les caspases 3/7, et qui contient de la luciférase liée à un tétrapeptide 
appelé DEVD (Asp-Glu-Val-Asp). Si les cellules sont en situation d’apoptose, les 
caspases seront activées et le DEVD sera alors clivé, libérant la luciférase qui émet de 
la lumière (Figure 10, p. 50). Ainsi, la quantité de lumière émise est proportionnelle à 
la quantité de caspases 3/7 activées dans les cellules. Cette lumière est exprimée en 
unité relative de luminescence (RLU). 
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Figure 10 : Clivage induit par les caspases 3 et 7. Figure tirée de :Technical Bulletin, 
Caspase-Glo 3/7 Assay (Part# TB323), Promega. Mg2+ : ion magnésium, ATP : adénosine 
triphosphate, O2 : oxygène. 
 
• Protocole expérimental 
 
Les cellules des 8 lignées ont été mises dans des plaques opaques de 96 puits 
(10 000 cellules par puits) (Perkin Elmer) contenant les agents inducteurs et 
thérapeutiques et un blanc. Puis, les cellules ont été incubées pendant 24 h. Le jour de 
l’expérience, 100 μl du réactif fourni par la compagnie ont été ajoutés aux cellules. 
Ces dernières ont ensuite été agitées pendant 30 s puis incubées pendant 30 min à la 
température de la pièce pour permettre la réaction. Des mesures de luminescence ont 
ensuite été effectuées à l’aide du Synergy 2 et le blanc a été soustrait des résultats. 
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6- Mesures des niveaux d’ATP cellulaire 
 
• Principe de la mesure 
 
Le taux d’ATP cellulaire est un bon marqueur de la viabilité cellulaire. En 
effet, la concentration d’ATP cellulaire chute rapidement suite au déclenchement des 
processus de nécrose ou d’apoptose. Cette mesure a été réalisée à l’aide du « ATPlite 
luminescence ATP detection assay system » (Perkin Elmer). L’enzyme luciférase 
catalyse l’oxydation de la D-luciférine en présence d’ATP pour former de la lumière 
(Figure 11, p. 51). Comme le substrat et l’enzyme sont en excès, la lumière émise est 
proportionnelle à la concentration d’ATP cellulaire. 
 
ATP + D-Luciferine + O2 
Luciférase  
 
Mg2+ 
 
Oxyluciferine + AMP + 2Pi + CO2  
+ lumière 
 
Figure 11 : Réaction chimique induite par la luciférase. ATP : adénosine triphosphate, 
Mg2+ : ion magnésium, AMP : adénosine monophosphate, Pi : phosphate inorganique 
 
• Protocole expérimental 
 
Les cellules des 8 lignées ont été mises dans des plaques opaques de 96 puits 
(10 000 cellules par puits) (Perkin Elmer) contenant les agents inducteurs et 
thérapeutiques. La courbe standard a été réalisée en duplicata dans une série de puits 
contenant uniquement du milieu de culture. Les concentrations de celle-ci ont été 
déterminées expérimentalement. Après 24 h d’incubation, une solution de lyse a été 
ajoutée à tous les puits, suivi d’une agitation de 5 min à 700 rpm. Puis, la solution 
contenant le substrat a été ajoutée à tous les puits, suivi d’une agitation de 5 min à 
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700 rpm. La lumière émise par la réaction a été mesurée à l’aide du Synergy 2, après 
10 min d’adaptation au noir. 
 
7- Dosage de la COX 
 
Pour les dosages de la COX, de la citrate synthase (CS) et des protéines, un 
homogénat de tissu cardiaque a été utilisé comme contrôle positif. Il a subi 
exactement le même traitement que les cellules de fibroblastes, mais des dilutions 
supplémentaires dans le tampon d’homogénéisation ont été effectuées étant donné 
que l’activité de la COX et de la CS est beaucoup plus importantes dans le cœur. Ces 
dilutions ont été prises en compte lors des calculs. 
 
• Principe de mesure 
 
Le complexe IV de la chaîne respiratoire mitochondriale permet l’oxydation 
du cytochrome c. Ainsi, l’activité de la COX est déterminée par la diminution de 
l’absorbance du cytochrome c (préalablement réduit par du sodium hydrosulfite) 
causée par son oxydation et mesurée par spectrophotométrie. Pour ce faire, les 
cellules doivent être homogénéisées pour briser les membranes cellulaires et 
mitochondriales. 
 
• Protocole expérimental 
 
Les cellules ont été incubées dans un pétri de 100 mm avec les agents 
inducteurs et thérapeutiques. Après 24 h, les cellules ont été détachées et récoltées à 
l’aide de trypsine-acide éthylène diamine tétra acétique (EDTA) (Invitrogen). Suite à 
deux rinçages au DPBS («Dulbecco's phosphate-buffered saline») stérile froid, le 
culot a été resuspendu dans 400 μl de tampon d’homogénéisation contenant 20 mM 
d’acide 3-(N-morpholino) propanesulfonique pH 7,2 (Sigma), 3 mM d’EDTA 
(Sigma), 0,25 M de sucrose (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) et 1 mg/ml de 
digitonine (Sigma) pendant 35 s. La solution a ensuite été centrifugée à 10 000 rpm à 
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4 ˚C pendant 1 min. Le culot a été resuspendu dans 1 ml de tampon 
d’homogénéisation sans digitonine puis centrifugé à 10 000 rpm à 4 ˚C pendant 
1 min. Le culot a été resuspendu dans 400 μl du tampon d’homogénéisation. Les 
cellules ont ensuite été soumises à trois cycles de gel/dégel dans l’azote liquide, puis 
ont été sonifiées dans un bain pendant 1 min. Les échantillons ont été gardés sur la 
glace jusqu’au dosage de l’activité de la COX. Les mêmes échantillons et le même 
tampon d’homogénéisation ont été utilisés pour le dosage de la CS et des protéines. 
 
L’activité de la COX, déterminée par la diminution de l’absorbance à 550 nm 
du cytochrome c, a été mesurée par spectrophotométrie à 37 ˚C (Cobas Fara, Roche, 
Basel, Suisse). Le réactif est composé de 600 μM de cytochrome c (Sigma) et 69 mM 
de sodium hydrosulfite (Sigma) dilués dans un tampon phosphate pH 7,5, 50 mM. 
Cette solution a été gazée à l’air ambiant pendant 15 min juste avant le dosage. Au 
moment du dosage, 70 μl d’échantillon additionné de 280 μl de tampon phosphate pH 
7,5, 50 mM ont été placés dans une cuvette. Puis, 20 μl de réactif ont été ajoutés et 40 
lectures ont été prises à intervalle de 10 s. 
 
L’activité de la COX a été calculée selon la formule suivante : 
 
Δabsorbance U/L =
temps (min) 
x F 
 
Où F est calculé selon la formule suivante : 
 
103 r2 F =
ε x sv 
 
r2 étant la surface de la fenêtre optique de la cuvette (0,25 cm2) 
sv étant le volume de l’échantillon (ml) 
ε = coefficient d’extinction molaire du cytochrome c à 550 nm : 29,5 mM-1 
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Ainsi : 
 
103 0,25 F = 29,5 x 0,07 = 121,06 
 
Le tampon d’homogénéisation a été utilisé comme blanc. 
 
8- Dosage de la citrate synthase 
 
• Principe de mesure 
 
L’activité de la COX est normalisée en fonction de l’activité de la CS, une 
enzyme qui reflète la quantité de mitochondries présente dans les échantillons. Le 
principe du dosage enzymatique de la CS est le suivant : le CoA réduit par la CS 
réagit avec le DTNB (acide 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoique) pour le transformer en 
TNB (Figure 12, p. 54). Cette dernière substance absorbe spécifiquement à 412 nm. 
Ainsi, l’activité de la CS est mesurée par l’augmentation de l’absorbance à 412 nm à 
37 ˚C. 
 
 CS  
Acétyl-CoA + Oxaloacétate → Citrate + CoA-SH + H+ + H2O
   
CoA-SH + DTNB → TNB + CoA-S-S-TNB 
 
Figure 12 : Réaction chimique induite par la CS. CoA : coenzyme A, DTNB : acide 5,5’-
dithiobis-2-nitrobenzoique, -SH : groupement thiol. 
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• Protocole expérimental 
 
Deux solutions ont d’abord été préparées. La première était composée de 
0,1 M de Tris-HCl pH 8,0 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) et 1,25 mM 
de DTNB (Sigma-Aldrich). La deuxième solution (réactif) contenait 50 mM 
d’oxaloacétate pH 6,5 (Boehringer Mannheim, Basel, Suisse) et 5 mM d’acétyl-CoA 
(Sigma). Au moment du dosage, 10 μl d’échantillon additionné de 300 μl de la 
première solution ont été placés dans une cuvette, puis, 20 μl de réactif ont été 
ajoutés. L’absorbance à 550 nm a été mesurée par spectrophotométrie à 37 ˚C à l’aide 
du Cobas Fara et 15 lectures ont été prises à intervalle de 10 s. 
 
L’activité de la CS est calculée selon la même formule, mais le coefficient 
d’extinction molaire du DTNB à 412nm est de 13,6mM-1. Ainsi : 
 
103 0,25 F = 13,6 x 0,01 = 1838,24
 
Le tampon d’homogénéisation a été utilisé comme blanc. 
 
9- Dosage des protéines 
 
• Principe de mesure 
 
Les valeurs de l’activité de la COX et de la CS ont été normalisées en fonction 
de la quantité de protéines présente dans les échantillons. Celle-ci a été évaluée avec 
le réactif de Bradford. Ce dernier contient du bleu de Coomassie qui change de 
couleur suite à sa liaison aux protéines (Bio-Rad Laboratories). Le bleu formé 
absorbe à 596 nm. 
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• Protocole expérimental 
 
Le dosage protéique de Bradford a été réalisé à l’aide du Cobas Fara. Cinq 
standards ont été préparés pour obtenir les concentrations d'albumine sérique bovine 
suivantes : 0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 mg/ml. Le réactif de Bradford a été préparé par 
dilution du « Reagent concentrate » (Bio-Rad Laboratories) dans l’eau avec un ratio 
1/5. Le blanc a été préparé par la dilution du tampon d’homogénéisation dans l’eau 
avec le même ratio. Au moment du dosage, 10 μl d’échantillon ont été ajoutés à 
370 μl du réactif de Bradford dans une cuvette puis, l’absorbance à 596 nm a été 
mesurée par spectrophotométrie à 30 ˚C à l’aide du Cobas Fara et 24 lectures ont été 
prises à intervalle de 5 s. 
 
10- Tests statistiques 
 
La plupart des résultats sont exprimés en moyenne plus ou moins l’erreur-type 
(SEM). Le test statistique utilisé pour la majorité des expériences est un test de t pour 
données non appariées. Pour une expérience, où plusieurs agents thérapeutiques ont 
été testés sur chaque groupe et où les résultats ont été exprimés en pourcentage, les 
résultats sont exprimés en moyenne plus ou moins l’écart-type (SD) et une analyse de 
variance (ANOVA) à une voie a été utilisée, suivie d’un post-test de Bonferroni pour 
comparer tous les résultats entre eux. Ces analyses ont été faites à partir du logiciel 
« GraphPad Prism » 5. Pour les deux tests, une valeur de p inférieure à 0,05 est 
considérée comme significative. 
Résultats 
 
1- Étude pilote : Facteurs sanguins 
 
Étant donné le mauvais pronostic associé à une glycémie sanguine élevée 
chez les enfants atteints du LSFC lors des crises *, ce facteur sanguin fut le premier 
testé sur les cellules provenant de la lignée commerciale CRL-2429 (ATCC), puis sur 
les cellules de la lignée T2 et des lignées P1 et P2 (Tableau II, p. 43). Ainsi, les 
cellules ont d’abord été incubées avec une concentration de 5 mM de glucose pendant 
24 h, puis avec des concentrations de 10, 20 et 30 mM pendant 24 et 48 h, et la 
relâche de LDH a été mesurée. De plus, l’effet d’une hyperglycémie combinée à une 
hyperlactatémie a été testé par l'ajout de 10 mM de lactate, cette concentration ayant 
été déterminée d’après l’article de Morin et al. (1993). En outre, afin d’évaluer l'effet 
d’une diminution du bicarbonate sanguin et de l’acidification du pH sanguin sur la 
mort cellulaire, la concentration du bicarbonate du milieu de culture a aussi été 
modifiée pour atteindre des valeurs de 7 et 23 mM associées respectivement à un pH 
de 7,0 et 7,4 8. 
 
Ces 4 facteurs, utilisés seuls ou en combinaison n'ont pas occasionné 
d'augmentation de nécrose par rapport à la condition de base, quelle que soit la lignée 
cellulaire testée. La figure 13 (p. 58) illustre les résultats obtenus avec un pH de 7,0 
pour les cellules de 2 témoins (T1 et T2), de 2 patients (P1 et P2) et de l’hétérozygote 
composé (HC) après 48 h d’incubation. Le pourcentage de nécrose est resté faible et 
n'a dans aucun cas dépassé 15 %. 
                                                 
* François Guillaume DeBray, communication personnelle, article en préparation pour 
soumission. 
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Figure 13 : Effet d’une hyperglycémie, d’une hyperlactatémie, d’une faible 
concentration de bicarbonate et d’un pH acide sur la relâche de LDH. Moyenne (± SEM) 
de trois expériences réalisées en triplicata. Le temps d’incubation est de 48 h. 
 
Par la suite, le palmitate a été utilisé afin de voir si l’augmentation de la 
concentration d’acides gras libres dans le sang serait un mécanisme associé à la mort 
des cellules de patients. Comme il n’existe à ce jour aucune donnée sur la 
concentration sanguine d’acides gras chez les patients LSFC, la concentration de 
palmitate utilisée dans cette étude a été déterminée sur la base d’essais préliminaires 
comparant l’effet de différentes concentrations de palmitate sur la mort cellulaire 
(Figure 14, p. 59). Des concentrations de palmitate de 0,5 et 0,75 mM n’ont pas 
amené un taux de mort cellulaire assez élevé (< 20 %) pour nous permettre de 
mesurer subséquemment la diminution de la mort cellulaire qui pourrait être associée 
aux agents thérapeutiques. La concentration de 1 mM, qui, selon les données 
actuelles, apparaît supraphysiologique 108, 109, a été sélectionnée malgré tout car, dans 
notre modèle cellulaire in vitro, elle a induit une mort cellulaire intéressante 
d’environ 45 % (Figure 14, p. 59). 
pH = 7,0 
Bicarbonate = 7 mM 
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Figure 14 : Courbe dose-réponse de l’effet du palmitate 0,5, 0,75 et 1 mM sur la relâche 
de LDH. Une expérience réalisée en triplicata (moyenne ± SEM du triplicata). L’état basal 
contient le véhicule. Le temps d’incubation est de 48 h. 
 
Avec la concentration de 1 mM, nous avons obtenu l’effet recherché, soit une 
relâche de LDH plus importante pour la moyenne des 3 lignées cellulaires de patients 
(40,4 %) comparativement à la moyenne des 4 lignées cellulaires de témoins (28,9 %) 
(Figure 15, p. 60), après 48 h d’incubation. La concentration de lactate de 10 mM a 
été choisie d’après la littérature et correspond à une concentration pouvant être 
atteinte chez un individu en santé lors d’une activité physique intense 36. Ce taux de 
lactate a été choisi pour voir si une concentration physiologique élevée de lactate 
induit une augmentation accrue de la mort cellulaire chez les patients LSFC. Les 
résultats montrent que le lactate ne l’augmente pas lorsqu’il est utilisé seul (Figure 
13, p. 58), mais il potentialise l'effet du palmitate en augmentant la mort observée 
pour la moyenne des 3 lignées cellulaires de patients (54,8 %) et des 4 lignées 
cellulaires de témoins (45,8 %) (Figure 15, p. 60). Les cellules de l’hétérozygote 
composé réagissent de manière semblable aux cellules de patients avec des 
pourcentages de nécrose de 38,6 % (palmitate 1 mM) et 63,0 % (palmitate 1 mM 
combiné au lactate 10 mM) (Figure 15, p. 60). 
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Figure 15 : Effet d’une concentration élevée de palmitate et de lactate sur la relâche de 
LDH. Lignées T4, P1 et P3 : n = 4. Lignées T1, T2, T3, HC et P2 : n = 5. L’état basal 
contient le véhicule. Ces expériences ont été réalisées en triplicata (moyenne ± SEM). Le 
temps d’incubation est de 48 h. 
 
Les autres facteurs qui ont été étudiés sont (i) le peroxyde d'hydrogène, (ii) le 
TNF-α et (iii) un agoniste β-adrénergique, l’isoprotérénol, lesquels miment le stress 
oxydant, l’action des cytokines lors d’une infection et la réponse du système nerveux 
sympathique face à un stress, respectivement. Le choix des concentrations pour ces 
divers facteurs a été fait sur la base d’expériences préliminaires. Les différentes 
concentrations testées sont mentionnées dans le tableau IV (p. 46). Avec le peroxyde 
d’hydrogène, à des concentrations de 75 et 100 µM, les cellules de patients (P1 et P2) 
avaient un taux de mortalité légèrement plus élevé (36,2 % à 75 µM, 83,5 % à 
100 µM) que les cellules du témoin (T2) (12,3 % à 75 µM, 76,7 % à 100 µM) et de 
l’hétérozygote composé (HC) (20,6 % à 75 µM, 56,5 % à 100 µM) (données non 
présentées). Une concentration de 500 µM de peroxyde d’hydrogène a aussi été 
utilisée comme contrôle positif de mortalité pour les tests de nécrose. Le temps 
d’incubation optimal pour ce facteur a été difficile à déterminer, la réponse étant très 
variable entre 24 et 48 h d’incubation. 
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La relâche de LDH, en présence de 100 ng/ml de TNF-α, s’est avérée 
inférieure à 10 % et l’ajout de 10 mM de lactate ne l’a pas augmentée (Figure 16, 
p. 61). Toutefois, la combinaison du TNF-α avec le palmitate 1 mM a augmenté la 
relâche de LDH comparativement au palmitate utilisé seul (Figure 16, p. 61). Par 
exemple, pour le patient P2, après 48 h d’incubation, le taux de nécrose passe de 
32,4 % à 74,6 %. Enfin, l’ajout de lactate à la combinaison de palmitate et de TNF-α 
a accentué la mortalité de cette lignée jusqu'à 79,3 % (Figure 16, p. 61). Le lactate et 
le TNF-α ont donc un effet synergique en présence de palmitate. D’après les résultats 
obtenus, les cellules des patients (P1 et P2) ne sont pas plus susceptibles à ce facteur 
sanguin que celles du témoin (T2). La réponse des cellules de l’hétérozygote 
composé (HC) ne s’est pas distinguée de celle des autres lignées (Figure 16, p. 61). 
 
 
Figure 16 : Effet d’une hyperlactatémie, d’une concentration élevée de palmitate et de 
TNF-α sur la relâche de LDH. Une expérience réalisée en triplicata (moyenne ± SEM du 
triplicata). Le temps d’incubation est de 48 h. 
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Finalement, l'isoprotérénol n'a eu aucun effet sur la nécrose cellulaire à 1 ou 
10 µM, même lorsqu’il a été utilisé en combinaison avec le palmitate à 1 mM, du 
moins lorsqu’évalué avec un temps d’incubation de 48 h et avec les lignées 
cellulaires T2, HC, P1 et P2 (Figure 17, p. 62) (Les données obtenues avec une 
concentration d’isoprotérénol de 10 µM ne sont pas présentées). 
 
Figure 17 : Effet d'une concentration élevée d'isoprotérénol et de palmitate sur la 
relâche de LDH. Une expérience réalisée en triplicata (moyenne ± SEM du triplicata). Le 
temps d’incubation est de 48 h. 
 
Dans l’ensemble, parmi les facteurs sanguins ayant donné des résultats de 
nécrose intéressants, la combinaison de palmitate 1 mM et de lactate 10 mM a été 
choisie pour documenter les niveaux d’apoptose, et ce, sur les lignées T2, HC et P2. 
Après 24 h d’incubation, avec cette combinaison, les cellules de la lignée P2 ont un 
taux de mortalité beaucoup plus important comparativement à celles des lignées T2 et 
HC (Figure 18, p. 63). De plus, le lactate seul a induit une luminescence très faible 
chez les cellules de ce patient (131 RLU) comparativement au palmitate (788 RLU). 
De plus, la combinaison de ces deux facteurs a fortement potentialisé le taux de mort 
cellulaire (3066 RLU) (Figure 18, p. 63). Ces résultats ont permis de confirmer l’effet 
de ces conditions et la susceptibilité des cellules de patients comparativement aux 
cellules de témoins obtenus par la mesure de nécrose. Cependant, dans cette 
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expérience, les cellules de la lignée HC semblent réagir comme celles de la lignée de 
témoin plutôt que celles de la lignée de patient. 
 
Figure 18 : Effet d'une concentration élevée de palmitate et de lactate sur l’apoptose 
cellulaire. Une expérience réalisée en triplicata (moyenne ± SEM du triplicata). Le temps 
d’incubation est de 24 h. 
 
2- Étude pilote : Agents thérapeutiques 
 
Pour tester l'efficacité des divers agents thérapeutiques sélectionnés, les 
cellules de témoins et patients ont été incubées simultanément avec la combinaison 
de palmitate 1 mM et de lactate 10 mM et avec l'agent thérapeutique ciblé, puis la 
mort cellulaire a été mesurée par nécrose et apoptose. 
 
Tout d'abord, le MB a été testé pour ses nombreux effets bénéfiques au 
niveau de la fonction mitochondriale et pour son rôle d'accepteur d'électrons. Le 
MB, à 125 nM *, combiné au palmitate et au lactate, a permis une diminution de la 
nécrose de 3,3 % pour la moyenne de 2 lignées cellulaires de témoins (T1 et T2), de 
8,0 % pour les cellules de l’hétérozygote composé et de 3,8 % pour la moyenne des 
3 lignées cellulaires de patients (Figure 19A, p. 64). La diminution de l’apoptose 
                                                 
* Jean Legault, communication personnelle, article en préparation pour soumission. 
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était plus importante, soit de 24,4 % pour les cellules du T2, de 34,5 % pour celles 
de l’HC et de 14,1 % pour celles du P2 (Figure 19B, p. 64). 
 
 
Figure 19 : Effet du MB à 125 nM sur la mort cellulaire induite par une concentration 
élevée de palmitate et de lactate. (A) représente la nécrose, une expérience réalisée en 
triplicata (moyenne ± SEM du triplicata) où le temps d’incubation est de 48 h. (B) représente 
l’apoptose, une expérience réalisée en triplicata (moyenne ± SEM du triplicata) où le temps 
d’incubation est de 24 h. 
 
A 
B 
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Le découpleur de la chaîne de transport des électrons, le DNP, à des 
concentrations de 10, 25 et 50 μM, a eu des effets mitigés lorsque testé sur au moins 
une lignée cellulaire de témoin et de patient. Il a généralement eu un effet bénéfique 
en apoptose (24 h d’incubation), mais un effet néfaste en nécrose (48 h 
d’incubation), et les résultats variaient d’une expérience à l’autre (données non 
présentées). Il s’est donc avéré difficile de tirer une conclusion quant à l'efficacité 
de cet agent. De plus, étant donné sa toxicité connue lorsqu’utilisé à forte dose, nous 
avons jugé inutile de poursuivre les expériences avec ce produit. 
 
Nous avons aussi examiné l’effet de trois antioxydants, soit le resvératrol, le 
NAC et l’idebenone, un analogue du coenzyme Q. Contrairement à nos attentes, 
tous les antioxydants ont induit une augmentation de la nécrose. En effet, le 
resvératrol à 10, 50 et 100 µM (Figure 20, p. 66) et le NAC à 1 mM (données non 
présentées) ont accentué le pourcentage de nécrose résultant de la combinaison de 
palmitate et de lactate, et cela autant chez les cellules de témoins que de patients. 
L'idebenone, à 10 et 25 µM, a eu un effet opposé entre les mesures de nécrose et 
d'apoptose, soit une augmentation du taux de nécrose et une diminution de 
l'apoptose (Figures 21A et 21B, p. 66 et 67). Ceci pourrait s’expliquer par le fait 
que, lorsque le stress est trop grand, les cellules peuvent passer d’une mort par 
apoptose à une mort par nécrose. 
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Figure 20 : Effet du resvératrol sur le pourcentage de nécrose induit par une 
concentration élevée de palmitate et lactate. Cellule : représente l’état basal qui contient le 
véhicule. PL : représente la combinaison de palmitate 1 mM et de lactate 10 mM. Une 
expérience réalisée en triplicata (moyenne ± SEM du triplicata). Le temps d’incubation est de 
48 h. 
 
 
A 
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Figure 21 : Effet de l’idebenone sur la mort cellulaire induite par une concentration 
élevée de palmitate et lactate. L’état basal contient le véhicule. PL : combinaison de 
palmitate 1 mM et de lactate 10 mM. (A) représente la nécrose, une expérience réalisée en 
triplicata (moyenne ± SEM du triplicata) où le temps d’incubation est de 30 h. (B) représente 
l’apoptose, une expérience réalisée en triplicata (moyenne ± SEM du triplicata) où le temps 
d’incubation est de 24 h. 
 
Les deux inhibiteurs du PTP, soit la cyclosporine A (0,2 μM) et le sildénafil 
(10 μM), ainsi que l'agoniste de PPAR-α, le fénofibrate (20 μM), n'ont pas eu 
d’effet d’augmentation ou de diminution de la nécrose cellulaire induite par la 
combinaison de palmitate et de lactate (données non présentées). Le sildénafil est le 
seul agent à avoir aussi été testé sur l’apoptose, et encore une fois, aucun effet n’a 
été observé (données non présentées). Ces agents ont toujours été testés sur au 
moins une lignée cellulaire de témoin et de patient à des temps d’incubation de 24 h 
pour l’apoptose et de 48 h pour la nécrose. 
 
Finalement, l’effet de la carnitine (1 mM) sur la nécrose et l’apoptose 
cellulaire induite par la combinaison de palmitate et de lactate a été mesuré sur les 
cellules des lignées T2 et P3. Suite à une incubation de 24 h (apoptose) ou de 34 h 
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(nécrose), les différences au niveau de la mortalité ont surtout été observées chez les 
cellules du patient. En effet, la carnitine a diminué la mort chez ces cellules de 
38,3 % pour la nécrose et de 5,0 % pour l’apoptose (Figures 22A et 22B, p. 68 et 
69). Le propionate (0,2 mM), lorsqu’ajouté à la carnitine, a eu un effet différent sur 
la nécrose et sur l’apoptose. En nécrose, la diminution de la mort cellulaire a été 
moins importante (20,2 %) que l’effet de la carnitine seule. Toutefois, en apoptose, 
la diminution de la mort cellulaire a été fortement accentuée (38,9 %) (Figures 22A 
et 22B, p. 68 et 69). Il est intéressant de constater que malgré un effet minime 
obtenu avec le MB et le sildénafil lorsqu'ils sont utilisés seuls, ces derniers ont 
contribué à la diminution de la mortalité lorsqu'ils ont été utilisés en combinaison 
avec la carnitine et le propionate. En effet, la combinaison de ces 4 agents a permis 
une diminution de 55,5 % en nécrose et de 53,6 % en apoptose (Figures 22A et 22B, 
p. 68 et 69). 
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Figure 22 : Effet de la carnitine 1 mM, du propionate 0,2 mM, du MB 125 nM et du 
sildénafil 10 μM sur la mort cellulaire induite par une concentration élevée de palmitate 
et lactate. La combinaison de palmitate 1mM et de lactate 10mM est présente dans chacun 
des cas. (A) représente la nécrose, une expérience réalisée en triplicata (moyenne ± SEM du 
triplicata) où le temps d’incubation est de 34 h. (B) représente l’apoptose, une expérience 
réalisée en triplicata (moyenne ± SEM du triplicata) où le temps d’incubation est de 24 h. 
 
Suite à ces études pilotes, nous avons sélectionné la carnitine, la 
combinaison de carnitine et de propionate (pour mimer l'effet potentiel du PLC) 
ainsi que la combinaison de carnitine, de propionate et de MB comme agents 
thérapeutiques. 
 
3- Étude complète 
 
Suite aux résultats obtenus dans l’étude pilote, nous avons refait les mesures 
de nécrose et d’apoptose avec les conditions choisies sur les 8 lignées cellulaires 
disponibles. Ces tests ont été faits 5 fois en triplicata afin de s’assurer de la 
reproductibilité des résultats. Le premier résultat confirme l’augmentation du taux de 
nécrose et d’apoptose associée au palmitate 1 mM combiné au lactate 10 mM chez les 
B 
 70
cellules des 4 témoins et des 3 patients. La moyenne des résultats montre que les 
cellules de patients ont un taux de nécrose significativement plus élevé de 39,0 % 
comparativement à celles de témoins (P < 0,05) (Figure 23A, p. 70). Une 
augmentation non significative de 32,0 % a été observée en apoptose (Figure 23B, 
p. 70). Ce résultat suggère une susceptibilité accrue des cellules de patients face à une 
augmentation d’acide gras libre et de lactate. Les cellules de l’hétérozygote composé 
ont un taux de mortalité semblable à celui des cellules des patients homozygotes pour 
la nécrose (HC : 41,4 %, moyenne des patients : 39,4 %). Malheureusement, la 
réponse de cette lignée au niveau du taux d’apoptose varie beaucoup trop pour tirer 
une conclusion. 
 
 
Figure 23 : Mort cellulaire associée à une concentration élevée de palmitate et de lactate 
pour la moyenne des 4 témoins et des 3 patients. (A) représente la nécrose, où le temps 
d’incubation est de 34 h. Moyenne (± SEM) de 5 expériences réalisées en triplicata. (B) 
représente l’apoptose, où le temps d’incubation est de 24 h. Moyenne (± SEM) de 5 
expériences réalisées en triplicata. L’analyse statistique utilisée est un test de t unilatéral pour 
données non appariées (*P < 0,05). 
 
Afin de bien évaluer l’effet bénéfique de la carnitine, de la combinaison de la 
carnitine et du propionate ainsi que de la combinaison de ces deux derniers avec le 
MB, les résultats ont été exprimés en pourcentage de diminution de la mort cellulaire 
induite par la combinaison de palmitate et de lactate. Ainsi, la carnitine et les deux 
combinaisons ont induit une diminution significative de la nécrose et de l’apoptose, 
A B
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autant chez les témoins que chez les patients (Figures 24A et 24B, p. 72). Toutefois, 
aucune différence significative entre la réponse des cellules de patients et de témoins 
n’a été notée. Les résultats les plus marquants ont été observés avec la carnitine qui a 
induit une diminution de la nécrose de 35,3 % chez les cellules de témoins et de 
30,0 % chez les cellules de patients (Figure 24A, p. 70), et de l’apoptose de 26,3 % et 
22,0 % respectivement (Figure 24B, p. 70). La combinaison des trois agents 
thérapeutiques a induit une diminution du taux de mortalité significative 
comparativement à la combinaison de palmitate et lactate, mais aussi par rapport à 
l’effet de la carnitine seule, excepté chez le groupe patient pour le test de nécrose 
(Figure 24A, p. 70). La combinaison des trois agents a donc été extrêmement 
efficace, puisque la diminution totale de la nécrose a été de 57,8 % chez les cellules 
de témoins et 49,3 % chez celles des patients (Figure 24A, p. 70), et de l’apoptose de 
45,2 % et 46,3 % respectivement (Figure 24B, p. 70). Les agents thérapeutiques ont 
induit, chez les cellules de l’hétérozygote composé, une valeur de nécrose se situant 
généralement entre celle des cellules de témoins et de patients. Par exemple, avec la 
combinaison des 3 agents, des valeurs de nécrose de 10,6 % (moyenne des 4 
témoins), 16,4 % (HC) et 19,9 % (moyenne des 3 patients) ont été obtenues. En 
comparaison, avec la combinaison de palmitate et de lactate, des valeurs de 24,0 %, 
41,4 % et 39,4 % respectivement ont été obtenues. Encore une fois, la réponse de 
cette lignée cellulaire varie beaucoup trop en apoptose pour tirer une conclusion. 
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Figure 24 : Diminution relative de la mort cellulaire associée à la carnitine, le 
propionate et le MB comparativement à la combinaison de concentrations élevées de 
palmitate et lactate. PL : combinaison de palmitate 1 mM et de lactate 10 mM. Les valeurs 
ont été ajustées à 100 % pour la moyenne des 4 témoins et des 3 patients. (A) représente la 
nécrose, où le temps d’incubation est de 34 h. Moyenne (± SD) de 5 expériences réalisées en 
triplicata. (B) représente l’apoptose, où le temps d’incubation est de 24 h. Moyenne (± SD) 
de 5 expériences réalisées en triplicata. L’analyse statistique utilisée est une analyse de 
variance (ANOVA) à une voie (**P < 0,01 et ***P < 0,001). 
 
Palmitate 1 mM + lactate 10 mM 
Carnitine 1 mM 
Carnitine 1 mM + propionate 0,2 mM 
Carnitine 1 mM + propionate 0,2 mM + MB 125 nM 
A 
B 
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Suite à l’identification de facteurs sanguins capables d’induire une 
augmentation de la mort chez les cellules de patients et de témoins et ensuite, 
d’agents thérapeutiques capables de la prévenir, nous nous sommes intéressés aux 
mécanismes sous-jacents à cette mort. Deux hypothèses ont été testées, soit une 
diminution accrue de l’activité de la COX et une diminution de la production d’ATP 
cellulaire. 
 
4- Activité de la COX 
 
Tel que mentionné précédemment, le LSFC est caractérisé, au niveau des 
fibroblastes de la peau, par une diminution de l’activité de la COX d’environ 50 %. 
Celle-ci a été mesurée et normalisée pour la quantité de protéines et pour l’activité de 
la CS. Les résultats montrent que les cellules des 3 patients ont une diminution 
significative de l’activité de la COX de 39,4 % comparativement aux cellules des 4 
témoins (P < 0,05) (Figure 25, p. 74). L’hétérozygote composé a aussi une diminution 
de l’activité de la COX de 50 % (données non présentées). L’ajout combiné de 
palmitate et de lactate n’a pas induit une diminution accrue de l’activité de l’enzyme 
chez les lignées T1, T2, P1 et P3. De plus, aucun effet n’a été observé avec l’ajout de 
la combinaison des trois agents thérapeutiques (Figure 26, p. 74). 
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Figure 25 : Activité de la COX pour la moyenne des 4 témoins et la moyenne des 3 
patients. T1 : n=3, T2 : n=1, T3 : n=4, T4 : n=3, P1 : n=4, P2 : n=5 et P3 : n=3 (± SEM). 
L’activité de la COX est normalisée par l’activité de la CS et la quantité de protéines. 
L’analyse statistique utilisée est un test de t bilatéral pour données non appariées (*P < 0,05). 
 
 
Figure 26 : Effet d'une concentration élevée de palmitate et lactate, ainsi que de la 
combinaison des trois agents thérapeutiques sur l’activité de la COX. Basal : contient le 
véhicule. Agents inducteurs : palmitate 1 mM et lactate 10 mM. Agents thérapeutiques : 
carnitine 1 mM, propionate 0,2 mM et MB 125 nM. Expérience réalisée une fois sur les 
lignées T1, T2 et P3, et 2 fois sur la lignée P1. Le temps d’incubation est de 24 h. 
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5- Quantité d’ATP cellulaire 
 
La conséquence la plus plausible de la déficience en COX est une diminution 
de la production d’ATP cellulaire (section 3.4.1). À l’état basal, la quantité d’ATP 
chez les cellules de patients et de témoins était similaire. L’incubation des cellules 
avec la combinaison de palmitate et de lactate a induit une diminution non 
significative de 38,1 % du taux d’ATP chez les cellules des 3 patients. Toutefois, 
chez les cellules des 4 témoins et de l’hétérozygote composé, le taux d’ATP n’a pas 
changé. Avec la combinaison des 3 agents thérapeutiques, le taux d’ATP des cellules 
de patients a remonté pour atteindre 99,9 %, suggérant un effet bénéfique de ces 
agents. Chez les cellules de témoins et de l’hétérozygote composé, malgré l’absence 
d’une diminution préalable du taux d’ATP, celui-ci a grandement augmenté avec 
l’ajout des agents thérapeutiques. Ainsi, les cellules de patients et de témoins ne 
semblent pas répondre de la même manière aux facteurs sanguins et aux agents 
thérapeutiques en ce qui concerne la production d’ATP. Cette différence est d’ailleurs 
significative pour toutes les combinaisons d’agents thérapeutiques (Figure 27, p. 76). 
Les résultats obtenus avec le patient HC ont été placés dans la graphique pour 
faciliter la comparaison. Toutefois, comme il n’y a qu’un seul patient HC, les 
résultats le concernant ne sont pas inclus dans l’analyse statistique. 
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Figure 27 : Variation relative du taux d’ATP cellulaire avec le palmitate 1 mM, le 
lactate 10 mM, la carnitine 1 mM, le propionate 0,2 mM et le MB 125 nM. L’état basal 
contient le véhicule. Les valeurs ont été ajustées à 100 % pour la moyenne des 4 témoins, la 
moyenne des 3 patients et l’hétérozygote composé. Moyenne (± SEM) de 5 expériences 
réalisées en triplicata. Le temps d’incubation est de 24 h. L’analyse statistique utilisée est un 
test de t bilatéral pour données non appariées qui a été réalisé pour chaque combinaison de 
facteurs et agents utilisés et uniquement en comparant les groupes témoins et patients 
(*P < 0,05, **P < 0,01). Les résultats obtenus avec le patient HC ont été ajoutés au graphique 
pour faciliter la comparaison mais ne sont pas inclus dans l’analyse statistique. 
 
Discussion 
 
La diminution de l’activité de la COX dans les fibroblastes de peau de patients 
LSFC peut amener plusieurs problèmes relatifs au bon fonctionnement de la 
mitochondrie. Ces conséquences, énumérées dans l’introduction, sont multiples et 
affectent le métabolisme énergétique cellulaire. Pour les patients LSFC, ceci peut 
mener à une crise d’acidose sévère dont la cause est inconnue. Cette crise induit des 
dommages irréversibles au cerveau et à d’autres tissus de l'organisme, et s’avère le 
plus souvent mortelle. En lien avec la déficience en COX et la crise d’acidose, la 
présente étude visait à caractériser l'effet de facteurs métaboliques périphériques 
potentiellement altérés chez les patients LSFC sur la mort de lignées cellulaires issues 
de ces sujets puis, des agents thérapeutiques qui pourraient la prévenir ou la retarder. 
 
Pour ce faire, nous avons utilisé des cultures primaires de fibroblastes de peau 
de patients LSFC et de témoins, lesquels ont permis de tester la capacité de différents 
facteurs sanguins à induire une augmentation de la mort cellulaire (nécrose et 
apoptose), ainsi que le potentiel de plusieurs agents thérapeutiques à renverser cette 
augmentation. Bien que notre modèle d’étude comporte certaines limites, lesquelles 
seront abordées à la section 4.5, il s’avérait le meilleur disponible au début de notre 
étude. En effet, le modèle animal pour le LSFC est présentement en cours de 
développement. En outre, les résultats obtenus avec ce modèle fournissent des pistes 
intéressantes quant à l’identité de facteurs sanguins pouvant induire la mort cellulaire 
qui serait associée aux crises. De plus, ils suggèrent de bonnes indications quant au 
traitement potentiel des enfants atteints du LSFC. 
 
4.1- Facteurs sanguins 
 
Il convient d'abord de rappeler les mécanismes par lesquels les différents 
facteurs sanguins sont susceptibles d'induire une augmentation de la mort chez les 
cellules de patients LSFC et de témoins. Premièrement, nous avons ciblé les facteurs 
qui ont été mesurés en clinique chez ces patients et qui caractérisent la crise d’acidose 
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(lactate élevé, bicarbonate bas et pH acide) ou qui sont associés à la mortalité 
(glycémie sanguine > 10 mM) 8, *. Ensuite, d'après les différentes conséquences 
métaboliques mitochondriales associées à la diminution de l'activité de la COX 
(section 3.4), de fortes concentrations de palmitate, le principal acide gras saturé de la 
circulation sanguine, et de peroxyde d'hydrogène, qui mime l'effet du stress oxydant, 
ont été sélectionnés. Finalement, d'après les informations fournies par les parents des 
enfants malades concernant le déclenchement des crises 143, l'isoprotérénol et le TNF-
α ont été sélectionnés. Le premier étant un agoniste β-adrénergique mimant la 
réponse du système nerveux sympathique face à un stress physique ou émotionnel et 
le deuxième, une cytokine reliée à la réponse du système immunitaire face à une 
infection. 
 
Dans l’ensemble, les résultats de notre étude démontrent que certains de ces 
facteurs sont susceptibles d’induire la mort cellulaire dans les fibroblastes de patients 
LSFC, et ce de façon plus importante que dans les cellules témoins. Les facteurs ont 
d’abord été testés seuls puis en différentes combinaisons selon les résultats obtenus. 
 
D’abord, dans la présente étude, une hyperglycémie induite n’a pas affecté la 
mort des cellules de témoins et patients, même lorsqu’elle a été combinée à une 
concentration élevée de lactate et une faible concentration de bicarbonate associée à 
un pH acide (Figure 13, p. 58). Ce résultat peut apparaître surprenant puisqu’un taux 
de glucose sanguin plus élevé que 10 mM au début de la crise est associée, dans les 
cas de LSFC, à un mauvais pronostic *. De plus, dans la littérature, une glycémie 
élevée est souvent associée à une augmentation de la mort cellulaire par divers 
mécanismes, dont la diminution de l'activité de PGC-1α 66 et la régulation de 
l'homéostasie du calcium intracellulaire 63. De plus, une forte concentration de 
glucose favoriserait la glycolyse, amenant ainsi plus de substrats à la chaîne 
respiratoire qui serait accélérée et produirait plus de ROS 67, 68. Ces résultats ont été 
observés dans des cellules cardiaques, endothéliales et musculaires 67, 110, 111, 
                                                 
* François Guillaume DeBray, communication personnelle, article en préparation pour 
soumission. 
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toutefois, au meilleur de notre connaissance, ceci n’a pas été rapporté dans des 
fibroblastes de la peau. 
 
Parmi les facteurs à considérer pour expliquer l’absence d’un effet inducteur 
de la mort dans nos lignées cellulaires, mentionnons le fait que ces cellules ont une 
activité métabolique plus faible, surtout au niveau mitochondrial, comparativement 
aux cellules musculaires, hépatiques et nerveuses. Par conséquent, il est possible 
qu’elles soient moins sensibles à l’effet toxique d’une augmentation de la glycémie 
sanguine. En outre, il convient de souligner qu’une telle augmentation n’est pas 
présente chez tous les patients LSFC lors des crises. Ainsi, il est possible qu’elle ne 
soit pas un élément prépondérant dans le déclenchement de la mort cellulaire, mais 
s’avère plutôt une conséquence de l’état de crise. 
 
Quant à l’effet du lactate et du pH, nos résultats montrent que de hautes 
concentrations de lactate n’affectent pas la mort des cellules de témoins et  de patients 
(Figure 13, p. 58). Chez un individu sain, le métabolisme du lactate est régulé via le 
cycle de Cori et une transformation réversible en pyruvate via la LDH 35. La 
concentration plasmatique du lactate demeure donc stable, entre 0,8 et 2,0 mM. Parmi 
les conditions pouvant amener une augmentation de cette concentration, on retrouve 
l’exercice et certaines pathologies, dont les maladies mitochondriales avec un déficit 
en COX. Dans le cas d’un effort physique intense, le lactate sanguin peut monter 
jusqu’à 20 mM sans induire de la mort cellulaire 36. En comparaison, il ne semble pas 
particulièrement surprenant de ne pas voir d’augmentation de la mort cellulaire avec 
une concentration de 10 mM de lactate, même en combinaison avec l’hyperglycémie 
(Figure 13, p. 58). Toutefois, l’hyperlactatémie est souvent associée à une hausse du 
ratio L/P, lequel est corrélé avec le ratio NADH/NAD+, un reflet du taux 
d’oxydoréduction de la cellule 5. Un ratio L/P élevé (≥ 20) a été associé à la mort 
cellulaire 36, 112. Chez les patients atteints du LS classique, ce ratio peut atteindre 33. 
Chez les patients LSFC, à leur état basal, le ratio L/P n’est pas augmenté malgré une 
légère hausse de la concentration sanguine de lactate (4,3 mM) 8, 10. Puisque les crises 
sont associées à une importante acidose et un taux élevé de lactate dans le sang 
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(15,0 mM) et le LCS (11,5 mM), il est probable que ce ratio soit augmenté dans ces 
cas 8. Toutefois, étant donné que nos résultats montrent qu’une concentration élevée 
de lactate et un pH acide n’accentuent pas la mort cellulaire, il nous apparaît 
important de considérer que l’hyperlactatémie et l’acidose rapportée chez les enfants 
LSFC soient des conséquences de la crise plutôt que la cause de la mort cellulaire 
associée à la crise. 
 
Au contraire des résultats obtenus avec le glucose et le lactate, ceux obtenus 
avec une concentration élevée de palmitate montrent une importante augmentation du 
taux de nécrose et d’apoptose chez les cellules de témoins et de patients LSFC. De 
plus, fait intéressant, ces dernières montraient une susceptibilité accrue à ce facteur 
(Figure 15, p. 60). Cet effet du palmitate apparaît pertinent et en accord avec le LSFC 
compte tenu du fait que tous les enfants atteints de cette maladie présentent une 
stéatose hépatique résultant d’une accumulation lipidique 8, 112. Cette infiltration en 
triglycérides est généralement subtile mais dans certains cas, des changements 
macrovasculaires modérés peuvent être observés 8. La stéatose microvésiculaire 
s’apparenterait grandement à celle observée dans le syndrome de Reye 10. 
 
Une alimentation riche en gras saturés est généralement liée, dans la 
littérature, à diverses perturbations, dont un dysfonctionnement cellulaire. Le 
palmitate, en particulier, est souvent associé à l’apoptose dans plusieurs types 
cellulaires, bien que le mécanisme exact par lequel il induit cette apoptose soit encore 
l’objet de débats. Certains auteurs proposent une augmentation de la production de 
ROS 113, 114, alors que d’autres invoquent une diminution de la synthèse de 
cardiolipines, des lipides de la membrane mitochondriale qui sont déterminants, entre 
autres, pour l’activité de la COX 24, 72. Enfin, l’effet toxique de l’accumulation 
d’acyls-CoA dans la cellule est défendu dans d’autres articles 115-119. Il est proposé 
que les acyls-CoA contribuent, entre autres, à la résistance à l’insuline, en favorisant 
l’accumulation de diacylglycérol et de triglycérides. Les acyls-CoA favoriseraient 
aussi la formation de corps cétoniques, de prostaglandines 85, 118 et de céramides, des 
lipides membranaires impliqués dans divers processus de signalisation cellulaire 
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(différentiation, prolifération, apoptose, etc.), bien que leur rôle dans l’induction de 
l’apoptose ne semble pas faire l’unanimité dans la littérature 69, 113. 
 
Dans notre modèle d’étude, le mécanisme par lequel le palmitate induit une 
mort plus importante chez les fibroblastes LSFC reste à être clarifié. Toutefois, il est 
possible de proposer certaines hypothèses sur la base des données de la littérature et 
de nos résultats. 
 
Il apparaît probable que l’effet toxique du palmitate dans notre modèle 
expérimental implique, entre autres, l’accumulation d’acyls-CoA dans le cytosol. En 
effet, l’activité de la β-oxydation mitochondriale étant déjà possiblement restreinte 
par la déficience en COX, il semble plausible qu’une augmentation de l’apport en 
acides gras par le biais du palmitate entraîne une accumulation de métabolites en 
amont, dont les acyls-CoA à chaîne longue, lesquels peuvent être à l’origine de la 
lipotoxicité 115, 116. 
 
L’hypothèse d’un rôle prépondérant d’une accumulation d’acyls-CoA dans la 
mort cellulaire serait en accord avec l’effet de potentialisation observée suite à l’ajout 
d’une concentration élevée de lactate (10 mM) au palmitate (1 mM) (Figures 15 et 
18, p. 60 et 63). En effet, le lactate est normalement oxydé en acétyl-CoA par la 
pyruvate déshydrogénase dans la mitochondrie. L’acétyl-CoA est un précurseur 
métabolique du malonyl-CoA, une réaction catalysée par l’acétyl-CoA carboxylase. 
Le malonyl-CoA est un inhibiteur de la CPT-I, l’enzyme qui permet le transport des 
acides gras à chaîne longue du cytosol vers la mitochondrie 68. Ainsi, il est possible 
que l’accumulation d’acyls-CoA dans le cytosol en présence de palmitate soit 
accentuée par l’ajout de lactate. 
 
Afin de confirmer les mécanismes moléculaires qui sous-tendent les effets 
toxiques du palmitate, plusieurs expériences additionnelles peuvent être envisagées. 
L’utilisation du 2-bromopalmitate, un dérivé non métabolisable du palmitate, 
permettrait de confirmer si le palmitate doit être métabolisé ou pas pour jouer son rôle 
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dans l’apoptose 120. Il serait également intéressant de tester d’autres acides gras 
saturés et insaturés. En effet, le palmitate étant un acide gras saturé, il serait 
intéressant de voir si cette caractéristique affecte son rôle dans la mort cellulaire. 
L’oléate par exemple, un acide gras insaturé a été démontré comme étant capable de 
prévenir l’apoptose induite par le palmitate 71. Une étude dans ce sens permettrait 
aussi de mieux comprendre les mécanismes associés à la mort cellulaire observée 
avec le palmitate. Ensuite, le devenir métabolique du palmitate dans les cellules 
pourrait être évalué en utilisant du palmitate marqué au carbone 13 ou 14 121-123. De 
plus, il serait possible de mesurer les niveaux d’acyls-CoA, de céramides, de 
diacylglycérols et de triglycérides dans un extrait cellulaire 124, 125 et/ou 
d’acylcarnitines, un reflet de l’accumulation des acyls-CoA dans le milieu 
extracellulaire 85. 
 
En outre, plusieurs autres mécanismes pourraient sous-tendre les effets du 
palmitate et peuvent être envisagés. Entre autres, l’effet du palmitate sur la 
production du NO pourrait être exploré bien que les données de la littérature semblent 
contradictoires quant à savoir si le palmitate augmente ou diminue la production de 
NO. Il semble possible que la régulation du NO par le palmitate varie selon sa 
concentration ou le type de cellules étudié. D’une part, certains auteurs ont démontré 
que le palmitate induit l’expression des protéines C-réactives qui réduiraient l’activité 
de l’oxyde nitrique synthase endogène 120, alors que d’autres articles ont plutôt 
démontré que le palmitate induit une augmentation de la synthèse de NO, laquelle a 
été associée à la mort cellulaire 126, 127. De plus, les effets du NO au niveau cellulaire 
sont complexes et multiples. Le NO est reconnu, entre autres, pour sa capacité à 
inhiber l’activité de la COX en se liant sur son site catalytique 128. Il empêche ainsi le 
transfert des électrons, ce qui favoriserait la production de O2- 129, lequel peut réagir 
avec le NO pour former le peroxinitrite qui est toxique pour les cellules. Il a aussi été 
proposé que le NO soit un médiateur de la mort cellulaire programmée par 
fragmentation de l’ADN 124. Le NO serait donc une molécule impliquée dans la 
réponse inflammatoire, au même titre que le TNF-α, et dans l’apoptose. Par ailleurs, 
le NO joue aussi un rôle physiologique important, en activant la guanylate cyclase 
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soluble, au niveau de la régulation du tonus vasculaire 130 et de la signalisation 
neuronale, où il est produit suite à l’activation des récepteurs N-méthyl-D-aspartate. 
 
Le TNF-α est une molécule inflammatoire impliquée dans la majorité des 
infections et dans plusieurs maladies. Il est un inducteur important de la cascade de 
l’apoptose et il agit sur la différenciation cellulaire. Bien que le statut inflammatoire 
des patients LSFC n’a pas encore été évalué à ce jour, le fait que certains parents 
d’enfants malades aient rapporté que les crises surviennent parfois suite à une 
infection avec fièvre nous a permis de sélectionner le TNF-α comme cytokine 
inflammatoire 64, 143. Fait intéressant, l’ajout de la cytokine TNF-α a eu des effets 
similaires au lactate, i.e. elle n’a eu aucun effet lorsqu’utilisée seule ou en 
combinaison avec le lactate, mais, avec une concentration élevée de palmitate, le 
TNF-α a un effet de potentialisation de la mort cellulaire induite par le palmitate 
(Figure 16, p. 61). Ce résultat suggère qu’une infection n’induirait pas la mort 
cellulaire en elle-même. Toutefois, le TNF-α ayant un rôle d’inhibiteur de la chaîne 
de transport des électrons par phosphorylation de la COX et d’activateur de la 
lipolyse, il pourrait possiblement accentuer la mort cellulaire induite par le 
palmitate 61, 70. Il est également connu que la palmitate induit l’expression de 
l’ARNm du TNF-α dans les adipocytes, les cellules hépatiques et musculaires 131, 132. 
Toutefois, ce mécanisme n’a pas été étudié dans les fibroblastes et la concentration de 
TNF-α utilisée au cours de cette étude étant déjà très élevée, il est peu probable que 
les fibroblastes puissent l’augmenter davantage. Toutefois, le palmitate et le TNF-α 
sont tous deux impliqués dans des cascades de signalisation impliquant diverses 
molécules reliées à la résistance à l’insuline et à la survie cellulaire comme Akt 131, 
133. Il est alors davantage probable que la potentialisation observée avec la 
combinaison de ces deux facteurs provienne de la régulation de ces voies de 
signalisation. Un autre point important à considérer est que la réponse des cellules du 
témoin (T2) est similaire à celles des patients (P1 et P2). Ainsi, une infection ne serait 
pas responsable du déclenchement des crises. Mais d’autres expériences pourraient 
être réalisées, sur d’autres lignées cellulaires et à d’autres temps d’incubation pour 
confirmer cette hypothèse. En effet, combattre une infection exige une augmentation 
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importante de la production d’énergie par les cellules. Les enfants atteints de LSFC 
pourraient avoir de la difficulté, à long terme, à fournir autant d’énergie. 
 
L’isoprotérénol, un agoniste β-adrénergique, n’a pas induit d’augmentation de 
nécrose cellulaire, même en combinaison avec le palmitate (Figure 17, p. 62). Ainsi, 
il semble que le stress relié au système nerveux sympathique ne soit pas un élément 
déclencheur de la mort chez nos cellules de patients et de témoins. La déficience en 
COX ne semble donc pas rendre les cellules de patients plus susceptibles aux effets 
de l’isoprotérénol, soit l’activation de l’oxydation des acides gras par production 
d’AMP cyclique 76, 134. Le stress émotionnel ou physique ne serait donc pas un 
élément primordial du déclenchement des crises d’acidose. 
 
Il convient de souligner que l’ajout de peroxyde d’hydrogène, utilisé pour 
mesurer l’effet du stress oxydant sur la mort cellulaire, a induit un taux de mortalité 
très élevé autant chez les cellules de témoins que de patients LSFC (données non 
présentées), suggérant un effet toxique du stress oxydant. Toutefois, cette condition 
n’a pas été retenue pour la suite de nos expériences étant donné qu’elle s’apparente 
peu à celle retrouvée in vivo chez l’humain. De plus, les résultats subséquents obtenus 
avec les antioxydants (décrits et discutés à la section suivante) remettent en question 
le rôle du stress oxydant dans notre modèle. 
 
En résumé, les résultats obtenus avec les divers facteurs suggèrent un rôle 
prépondérant des acides gras libres (palmitate) dans la mort cellulaire, possiblement 
via l’accumulation toxique des dérivés acyls-CoA. Le lactate pourrait accentuer cet 
effet en inhibant la CPT-I via la formation de malonyl-CoA. Les cellules de patients 
LSFC sont plus susceptibles à ces facteurs, suggérant qu’ils jouent possiblement un 
rôle dans le déclenchement des crises d’acidose. La combinaison de ces deux facteurs 
a donc été sélectionnée pour tester l’effet bénéfique des 10 agents thérapeutiques sur 
la diminution de la mort cellulaire. Il est important de prendre en considération que le 
milieu de culture utilisé au cours de cette étude comprenait également 30 mM de 
glucose. Cette concentration élevée de glucose pourrait jouer un rôle dans la mort 
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cellulaire observée. Une autre conclusion intéressante de ces résultats est que, pour 
obtenir une augmentation de la mort cellulaire, il faut souvent une combinaison de 
modifications au niveau des métabolites sanguins. 
 
4.2- Agents thérapeutiques 
 
Les agents thérapeutiques ont été sélectionnés sur la base des considérations 
suivantes. Premièrement, ces agents devaient agir au niveau des différentes 
conséquences potentielles de la déficience en COX, soit (i) la diminution de la 
production d’ATP (via le propionate) ou de l’activité métabolique mitochondriale 
(via le fénofibrate), (ii) l’accumulation du NADH (via le MB ou le DNP) ou autres 
métabolites cellulaires possiblement toxiques tels les acyls-CoA à longue chaîne (via 
la carnitine), (iii) l’augmentation du stress oxydant (via le resvératrol, le NAC ou 
l’idebenone), et (iv) l’ouverture du PTP (via la cyclosporine A ou le sildénafil). De 
plus, ces agents devaient au préalable avoir été utilisés dans un contexte clinique afin 
de faciliter la transposition éventuelle des résultats obtenus in vitro chez les patients. 
Finalement, les agents capables de traverser facilement la barrière hémato-
encéphalique ont été privilégiés étant donné l’importance de l’atteinte cérébrale 
documentée chez les patients LSFC lors des crises 8. 
 
Tous les agents sélectionnés ont été testés pour leur capacité à diminuer ou 
prévenir la mort cellulaire par nécrose et apoptose induite par des concentrations 
élevées de palmitate et lactate dans les fibroblastes de témoins et patients LSFC. Ils 
ont d’abord été testés seuls puis, compte tenu des résultats obtenus, certains agents 
ont été étudiés en combinaison. Dans l’ensemble, les résultats obtenus mettent 
l’emphase sur l’importance de combiner plus d’un agent thérapeutique afin de contrer 
les effets toxiques du palmitate et du lactate. De fait, aucun des agents testés n’a été 
capable de diminuer de façon significative la mort cellulaire induite par ces facteurs 
lorsqu’administrés seuls, à l’exception de la carnitine. 
 
 86
En effet, dans notre étude, la carnitine ajoutée seule a eu un effet bénéfique 
très important sur la diminution de la mort cellulaire, autant au niveau de la nécrose 
que de l’apoptose (Figures 22A, 22B, 24A et 24B, p. 68, 69 et 72). Ceci supporte 
l’hypothèse du rôle des dérivés acyls-CoA toxiques dans l’induction de la mort. La 
carnitine serait responsable de la transformation des acyls-CoA toxiques en 
acylcarnitines, permettant ainsi la sortie des dérivés lipidiques de la cellule vers le 
plasma 85. Le taux d’acylcarnitine du plasma est d’ailleurs considéré comme un reflet 
de l’activité de la β-oxydation et du catabolisme des acides gras. La mesure de ce 
taux est une technique utilisée pour le diagnostic des maladies métaboliques 
congénitales. Elle pourrait être employée ici pour confirmer le rôle de la carnitine 
dans l’élimination des acides gras 85. 
 
Parmi les expériences où chaque agent a été ajouté seul, nous avons obtenu un 
résultat plutôt inattendu avec les 3 antioxydants. De fait, que ce soit avec le 
resvératrol (Figure 20, p. 66), le NAC (données non présentées) ou l’idebenone, un 
analogue du coenzyme Q (Figures 21A et 21B, p. 66 et 67), la mort cellulaire n’a pas 
diminuée, mais plutôt augmentée. Ce résultat ne remet pas nécessairement en 
question la possible formation de ROS dans les fibroblastes incubés en présence de 
palmitate et de lactate. Toutefois, ces résultats suggèrent que cette production de ROS 
puisse être bénéfique de par sa capacité à contrebalancer un stress réducteur lié à une 
possible accumulation d’équivalent réduit (ou NADH) en amont de la chaîne 
respiratoire mitochondriale 135.  
 
Les résultats obtenus, d’une part avec la carnitine et d’autre part avec les 3 
antioxydants, lesquels proposent un rôle prépondérant d’une accumulation de dérivés 
lipidiques toxiques (acyls-CoA) et de NADH, respectivement, ont servi de base à la 
sélection des différentes combinaisons d’agents thérapeutiques. 
 
L’effet du propionate en tant que tel n’a pas vraiment été mesuré puisque le 
but était de mimer l’effet du PLC. Le propionate, un précurseur de succinyl-CoA, 
favorise le fonctionnement du CAC et produit de l'ATP indépendamment de la chaîne 
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respiratoire mitochondriale 84, 86, 87. Le PLC est un nutriment synthétique utilisé en 
clinique pour le traitement des troubles cardiovasculaires (phase III de 
développement, Sigma Tau) 144. La combinaison de la carnitine et du propionate a 
permis une légère diminution du taux de nécrose et d’apoptose même si elle n’est pas 
significative comparativement à la diminution induite par la carnitine utilisée seule 
(Figures 24A et 24B, p. 72). Une étude plus approfondie de l’effet du PLC en tant 
que tel est nécessaire afin de juger de l’efficacité de ce produit. 
 
Le MB fut testé en raison de sa capacité d’oxydoréduction et de ses nombreux 
rôles bénéfiques reconnus au niveau de l’activité et de la biogenèse des mitochondries 
(section 5.1.1). Le MB utilisé seul diminue légèrement l’apoptose et la nécrose 
cellulaire (Figures 19A et 19B, p. 64), mais son effet est plus important lorsqu’il est 
combiné à d’autres agents (Figures 22A, 22B, 24A et 24B, p. 68, 69 et 72). L’effet 
bénéfique du MB supporte l’hypothèse voulant que la mort cellulaire observée avec 
la combinaison de palmitate et de lactate implique un stress réducteur associé à une 
accumulation de NADH suite au blocage de la chaîne respiratoire. En effet, par sa 
capacité d’agir comme accepteur d’électrons, cet agent permettrait d’oxyder le 
NADH en NAD+ et possiblement aussi de remplacer partiellement la fonction de la 
COX 77, 78, 81, ce qui serait particulièrement bénéfique pour les cellules de patients 
LSFC. 
 
Comme mentionné précédemment, le ratio NADH/NAD+ est corrélé au ratio 
L/P et reflète le statut énergétique de la cellule. Une augmentation de ce ratio est 
associée à des problèmes au niveau du métabolisme énergétique 123. Afin de tester 
l’hypothèse d’un effet bénéfique d’une diminution du ratio NADH/NAD+ dans notre 
modèle, le β-lapachone, un substrat de la NADH:quinone oxydoréductase 1 qui 
permet l’oxydation du NADH en NAD+, pourrait être utilisé. Il a été démontré in 
vitro, dans une étude de Hwang et al. (2009), que cet agent oxyde rapidement le 
NADH dans des cellules cancéreuses. De plus, dans cette étude, l’administration de 
β-lapachone a permis une diminution de l’obésité chez des souris résistantes à 
l’insuline. Dans cette condition, où les substrats sont en abondance, la chaîne de 
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transport des électrons devient limitante et résulte en une augmentation du ratio 
NADH/NAD+. Le β-lapachone, en oxydant le NADH, favorise l’oxydation des acides 
gras, vu par du palmitate marqué au carbone 14. Il y a alors une augmentation de la 
dépense énergétique par l’activation de l’AMPK, ce qui favorise une diminution de la 
prise de poids. Le β-lapachone pourrait donc avoir un effet favorable chez les cellules 
de patients LSFC. 
 
L’augmentation potentielle de NAD+ dans la cellule pourrait aussi être 
bénéfique pour le traitement du LSFC par l’activation des sirtuines. Les sirtuines 
permettent la déacétylation et donc l’activation de PPAR-α, qui active PGC-1α, 
AMPK et le facteur de transcription mitochondrial A. Ces facteurs permettent à leur 
tour d’augmenter la biogenèse et la respiration mitochondriale 123. À cet égard, le 
fénofibrate, comme le bezafibrate 136, est un agoniste de PPAR-α qui permettrait, 
entre autres, de rétablir la respiration mitochondriale, d’augmenter la capacité 
d’oxydoréduction et donc la production d’ATP 19, 91. Toutefois, cet agent n’a eu 
aucun effet au niveau de la prévention de la mort des cellules LSFC (données non 
présentées). L’article de Cheng et al. (2009) montre que l’acétylation de PPAR-α due 
à un ratio NADH/NAD+ élevé inhibe son activité. Ainsi, il serait peut-être intéressant 
de tester le fénofibrate en combinaison avec le β-lapachone. Il est également possible 
qu’un traitement préventif soit plus efficace, soit l’ajout du fénofibrate avant l’ajout 
des concentrations élevées de palmitate et de lactate. Ceci permettrait d'augmenter la 
masse mitochondriale avant l'ajout du stress et l’inhibition de PPAR-α 19, 135. 
 
Une autre preuve de l’efficacité d’une combinaison d’agents thérapeutiques 
est le résultat observé avec la combinaison de carnitine, de propionate et de MB. En 
effet, on observe une diminution significative de l’apoptose et de la nécrose avec 
cette combinaison par rapport à la condition inductrice de la mort cellulaire (palmitate 
et lactate), mais aussi par rapport à l’effet de la carnitine utilisée seule (Figures 24A 
et 24B, p. 72). Ainsi, même si le MB seul n’induit pas une forte diminution du taux 
de mortalité, il joue tout de même un rôle important pour la survie cellulaire. En 
outre, il convient de souligner qu’un autre agent, soit le sildénafil, a aussi été 
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investigué en combinaison avec la carnitine, le propionate et le MB. Le sildénafil a 
été utilisé pour sa capacité à inhiber le PTP 39, 92, un processus impliqué dans 
l’apoptose et la nécrose 60. Lorsqu’ajouté seul, cet agent n’a eu aucun effet sur la mort 
des cellules de témoins et de patients (données non présentées). Lorsqu’utilisé en 
combinaison, il a toutefois aidé à prévenir la nécrose cellulaire (Figures 22A, p. 68 et 
69). 
 
Un autre inhibiteur du PTP, la cyclosporine A, a été testé seul, mais n’a pas eu 
d’effet sur la mort cellulaire (données non présentées). Le PTP est impliqué dans le 
processus de la mort cellulaire suite à divers stimulus, comme une augmentation de 
ROS, une accumulation de calcium, une dépolarisation membranaire ou une 
diminution d'ATP 60, 61. Étant donné les résultats obtenus, il est possible que, dans les 
cellules de patients LSFC, la mort cellulaire observée ne provienne pas de l’ouverture 
du PTP. À cet égard, il serait intéressant de confirmer cette hypothèse en mesurant 
certains facteurs reliés à l’ouverture du PTP, comme la perte du potentiel de 
membrane et le gonflement des mitochondries 137. Toutefois, il est également possible 
que les inhibiteurs ne soient pas suffisants pour empêcher l'ouverture du PTP, du 
moins lorsqu’administrés seuls, ce que l’on constate avec le sildénafil. D’autres 
inhibiteurs du PTP comme la minocycline pourraient être testés pour confirmer ce 
résultat 138. 
 
En résumé, l’effet bénéfique significatif obtenu suite à l’utilisation de la 
carnitine seule suggère un rôle prépondérant de l’accumulation d’acyls-CoA toxiques 
dans la cellule. L’efficacité du MB conjointement avec l’inefficacité des antioxydants 
confirment le rôle du stress réducteur lié à l’accumulation de NADH dans la mort 
cellulaire et amène de nouvelles pistes de traitement (β-lapachone). Encore une fois, 
on constate que la combinaison de plusieurs facteurs est beaucoup plus efficace, 
suggérant que l’addition de palmitate et de lactate résulte en de multiples atteintes au 
niveau du fonctionnement des cellules. 
 
 90
4.3- Rôle de la COX et de l’ATP 
 
La découverte de facteurs sanguins capables d’induire la mort cellulaire et 
d’agents thérapeutiques pouvant la prévenir amène un questionnement sur le 
mécanisme qui est à l’origine de cette mortalité. Le lactate et le palmitate peuvent 
tout deux jouer un rôle dans la diminution de l’activité de la COX et de la production 
d’ATP par atteinte de la phosphorylation oxydative 31, 63, 66. Ainsi, nous avons mesuré 
l’activité de la COX avec ces deux facteurs ainsi qu’avec la combinaison des 3 agents 
thérapeutiques. Chez les cellules de deux patients et deux témoins, aucune 
modification de l’activité de la COX n’a été observée en réponse aux agents 
inducteurs et thérapeutiques (Figure 26, p. 74). Ainsi, la mort cellulaire observée in 
vitro ne provient probablement pas d’une diminution accrue de l’activité de la COX. 
 
Le taux d’ATP cellulaire est un bon indicateur de la viabilité cellulaire. Chez 
les cellules de patients, on observe une diminution non significative du taux d’ATP 
total avec la combinaison de palmitate et de lactate, qui retourne à la normale avec 
l’ajout de la combinaison des 3 agents thérapeutiques. À l’inverse, le taux d’ATP des 
cellules de témoins et de l’hétérozygote composé ne change pas avec l’ajout de 
palmitate et de lactate. Chez ces cellules, l’ajout des agents thérapeutiques provoque 
une augmentation de la quantité d’ATP cellulaire (Figure 27, p. 76). Ainsi, il apparaît 
possible que les cellules de patients LSFC soient plus susceptibles à une diminution 
d’ATP que celles de témoins étant donné la différence significative observée entre les 
deux avec l’ajout combiné des trois agents thérapeutiques et la combinaison de 
carnitine et propionate. 
 
Le taux d’ATP, mesuré à 24 h d’incubation, n’est pas affecté par la nécrose 
cellulaire qui survient plutôt à 48 h d’incubation (déterminé expérimentalement). 
Toutefois, à 24 h d’incubation, on détecte de l’apoptose cellulaire dans notre modèle. 
Ainsi, la diminution du taux d’ATP mesurée avec les facteurs inducteurs de la mort 
chez les cellules de patients LSFC pourrait être une conséquence de la diminution du 
nombre de cellules vivantes. De plus, l’apoptose nécessite de l’énergie pour la 
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formation de l’apoptosome, pouvant aussi expliquer la diminution d’ATP mesurée à 
24 h d’incubation. Il est donc difficile de déterminer si la diminution du taux d’ATP 
observée, résultant possiblement d’un blocage de la chaîne respiratoire 
mitochondriale, induirait l’apoptose par déplétion de l’énergie cellulaire ou bien si 
c’est l’apoptose qui, en utilisant l’ATP pour la formation de l’apoptosome, 
provoquerait la diminution du taux d’ATP observée dans notre étude. Pour clarifier 
ce point, des mesures d’ATP pourraient être faites à des temps précédent le début de 
l’apoptose, soit entre 12 et 14 h. 
 
La figure 28 (p. 92) résume les voies d’action des différents facteurs 
inducteurs de la mort cellulaire ainsi que des divers agents thérapeutiques ayant eu un 
effet bénéfique, utilisés au cours de cette étude, en lien avec les conséquences 
découlant de la diminution de l’activité de la COX chez les patients atteints du LSFC. 
Le schéma présente aussi les hypothèses suggérées quant aux mécanismes sous-
jacents à la mortalité observée. 
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Figure 28 : Schéma du métabolisme énergétique cellulaire affecté par la déficience en 
COX. Représentation des trois facteurs sanguins (bulles vertes) ayant induit une 
augmentation de la mort cellulaire et des trois agents thérapeutiques (bulles mauves) l’ayant, 
en partie, prévenue dans notre modèle d’étude. Les mécanismes sous-jacents à cette mortalité 
ne semblent pas reliés à une déficience accrue en COX ou une augmentation de production de 
ROS (X). Le rôle de l’ATP doit être clarifié (?) et finalement, nos deux hypothèses 
principales reposent sur l’accumulation toxique de NADH et d’acyls-CoA (cercles rouges). 
CAC : cycle de l’acide citrique, CPT : carnitine palmitoyltransférase, CI, CII, CIII, CIV et 
CV : les 5 complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale. Le glucose à 30 mM 
représente la concentration de glucose présente dans le milieu de culture qui pourrait jouer un 
rôle dans la mort cellulaire observée. 
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4.4- L’hétérozygote composé 
 
La différence majeure entre le patient HC et les patients homozygotes est la 
capacité de résister aux crises d’acidose, même s’ils présentent tous une activité de la 
COX diminuée de 50 % dans leurs fibroblastes de peau (Figure 25, p. 74). Afin 
d’identifier d’autres différences potentielles, les cellules provenant du patient HC ont 
été utilisées pour la plupart des tests réalisés au cours de cette étude. De façon 
générale, la mort cellulaire observée pour cette lignée se situait entre celle des 
cellules de patients et des cellules de témoins. Parfois, le pourcentage de nécrose était 
plus près de celui observé pour les cellules de patients, et d’autres fois, il était plutôt 
similaire à celui des cellules de témoins. Il est donc difficile de déterminer ce qui 
distingue ce patient au niveau métabolique. La réponse au niveau de la production 
d’ATP avec une concentration élevée de palmitate et de lactate et avec la 
combinaison d’agents thérapeutiques est toutefois plus claire. Les cellules du patient 
HC se comportent comme celles des témoins (Figure 27, p. 76). Il est possible que les 
cellules de l’HC soient moins susceptibles à une diminution d’ATP, malgré une 
diminution similaire de l’activité de la COX, suggérant qu’une partie de la fonction 
de LRPPRC puisse être accomplie par l’allèle ayant la mutation C1277STOP ou que 
les cellules possèdent un mécanisme compensatoire leur permettant de maintenir le 
taux d’ATP. Ce mécanisme pourrait être à l’origine de la survie des patients lors des 
crises. Malheureusement, comme très peu de données cliniques sont disponibles, il 
est difficile de tirer des conclusions, d’autres expériences devront être menées sur ce 
patient HC. 
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4.5- Limites de l’étude 
 
Il convient de souligner les limites potentielles de notre étude, lesquelles 
doivent être considérées dans l’interprétation des données ainsi que leur extrapolation 
pour une éventuelle transposition en clinique. Ces limites visent autant le modèle 
cellulaire utilisé que le paradigme expérimental. 
 
Le modèle cellulaire utilisé a ses limites. Les cellules de la peau n’ont pas un 
grand besoin énergétique. De plus, la déficience en COX est de 50 %. À l’inverse, les 
cellules hépatiques ou neuronales ont des besoins énergétiques beaucoup plus 
importants et la diminution de la COX atteint 90 %. Ainsi, l’effet de nos différents 
facteurs sanguins sur le métabolisme énergétique de ces cellules serait probablement 
plus important. Évidemment, plusieurs autres facteurs sanguins auraient pu être testés 
ainsi que plusieurs autres combinaisons.  
 
Au début de notre étude, seules les lignées de fibroblastes étaient disponibles 
pour réaliser nos expériences. Toutefois, d’autres modèles cellulaires, seront 
disponibles à la biobanque de Chicoutimi sous peu (de nouvelles lignées de témoins, 
des cellules de patients atteints du syndrome MELAS, une autre maladie 
mitochondriale affectant les enfants, et des cellules provenant de 3 interruptions 
thérapeutiques de grossesse). Ces lignées, ainsi que le développement du modèle 
murin du LSFC nous permettra de vérifier si les résultats obtenus dans les 
fibroblastes de peau peuvent aussi s’appliquer à ces modèles. 
 
Une autre limite de notre modèle d’étude provient de l’hétérogénéité des 
témoins et des patients pour l’âge, le sexe et l’origine ethnique (Tableau II, p. 43), ce 
qui a pour résultat un mauvais pairage entre les cellules de témoins et de patients. Il 
existe des différences dans le métabolisme cellulaire entre les enfants et les adultes. 
Par exemple, il est connu que les patients LSFC qui réussissent à atteindre l’âge 
adulte ont une stabilisation de la sévérité des symptômes 8. Enfin, la plupart des 
cellules de patients qui sont disponibles à la biobanque, proviennent de patients LSFC 
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qui sont encore vivants et par conséquent, qui n’ont jamais fait de crises d’acidose. 
Ainsi, nous ne pouvons pas exclure la possibilité que les cellules de ces patients 
possèdent des mécanismes compensatoires qui les rendent plus résistantes à 
l’induction de la mort cellulaire que celles des patients LSFC qui sont décédés. 
 
En outre, la variabilité inter individuelle est très présente dans cette étude, 
probablement due à l’hétérogénéité des lignées cellulaires. Celle-ci peut provenir de 
différences dans les facteurs génétiques et environnementaux. Cette variation est 
cependant constante d’une expérience à l’autre, par exemple, le pourcentage de 
nécrose induit par les facteurs inducteurs de la mort cellulaire est toujours plus élevé 
chez le patient P2 par rapport au patient P1. Pour cette raison, nous avons toujours 
utilisé le nombre le plus élevé de témoins et de patients disponibles afin que la 
moyenne nous donne la valeur la plus juste possible. Augmenter davantage le nombre 
de lignées cellulaires permettrait de réduire cette variabilité. Un autre moyen de 
stabiliser la variation serait via l’utilisation de lignées cellulaires immortalisées. 
Toutes les lignées de patients LSFC, l’hétérozygote composé et une lignée de témoins 
ont déjà été immortalisées (collaboration avec le Dr. Shoubridge, McGill). Toutefois, 
les lignées immortalisées peuvent être différentes des lignées primaires au niveau du 
métabolisme. Ainsi, avant d’utiliser ces lignées, il faudra s’assurer d’avoir une 
réponse identique avec les facteurs sanguins et les agents thérapeutiques dans les 
cultures primaires. 
 
La variabilité intra individuelle affecte aussi les résultats. Il s’agit d’une 
variabilité de la réponse pour un même individu d’une expérience à l’autre. Ainsi, 
même si le patient P2 a un pourcentage de nécrose toujours plus élevée que le patient 
P1, ce pourcentage change entre deux expériences. On l’observe particulièrement 
avec les mesures de nécrose et d’apoptose induite par les facteurs inducteurs de la 
mort cellulaire, mais la diminution du taux de mortalité associée aux agents 
thérapeutiques est toujours similaire. Cette variation peut dépendre, entre autres, du 
temps d’incubation, du nombre de passage cellulaire, de la phase du cycle cellulaire 
dans laquelle la cellule se trouve juste avant la préparation des plaques et de la 
 96
croissance cellulaire entre le moment où les cellules sont mises en plaque et le temps 
ou les différentes mesures sont effectuées. Tous ces éléments ont été contrôlés dans la 
mesure du possible, mais de légères variations peuvent survenir. 
 
Pour cette étude, l’apoptose a été mesurée par l’activation des caspases 3 et 7 
et la nécrose par la relâche de LDH. Ces deux méthodes ont été choisies pour leur 
rapidité et leur facilité d’exécution, nous permettant de faire un criblage important 
d’agents inducteurs et thérapeutiques. Par contre, l’utilisation de deux techniques 
uniquement amène une certaine limite. En effet, il est d’usage d’utiliser plusieurs 
paramètres de mesure de la mort cellulaire, afin de bien cerner le niveau ainsi que le 
type de mort cellulaire. Même si la littérature présente généralement l’apoptose et la 
nécrose comme deux voies bien distinctes, on constate de plus en plus de similitudes 
entre elles 50. D’autres tests auraient pu être réalisés afin de confirmer le type de mort 
cellulaire chez les patients LSFC et les témoins, mais le but ultime de l’étude était 
plutôt de déterminer quels facteurs sanguins mènent à la mort cellulaire et par quel 
mécanisme métabolique. 
 
Les caspases 3 et 7, sont des caspases effectrices activées par les voies 
intrinsèques et extrinsèques de l’apoptose 53. Ce test nous permet donc de déterminer 
rapidement l’apoptose cellulaire, peu importe la voie d’activation. Afin de bien 
caractériser l’apoptose, la mesure de l’activation des caspases aurait pu être 
complémentée par la mesure de la fragmentation de l’ADN qui est l’étape finale de ce 
type de mort cellulaire. L’avantage principal de la mesure de la relâche de LDH est 
qu’il s’agit d’une enzyme présente dans presque toutes les cellules du corps humain. 
Le test ne nécessite donc pas d’étape préliminaire pour faire entrer, par 
perméabilisation de la membrane plasmatique, un composé radioactif (chromium)  139 
ou fluorescent 140, qui est par la suite mesuré dans le surnageant suite à la lyse 
membranaire. De plus, ce test ne nécessite pas d’appareil coûteux tel un cytomètre en 
flux. Le test permet également de normaliser directement la relâche de LDH en 
fonction de la LDH présente dans les cellules encore vivantes suite au traitement. 
Ainsi, malgré certaines limites, les deux tests utilisés ont permis de mesurer 
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rapidement et avec efficacité la mort des cellules de patients LSFC en réponse à 
divers agents inducteurs et thérapeutiques. 
 
Tous les facteurs sanguins et agents thérapeutiques ont été testés selon des 
concentrations prédéterminées. De plus, les agents thérapeutiques doivent être 
facilement et rapidement transposables chez ces enfants et donc, il faut s’assurer que 
les concentrations testées ne soient pas toxiques. Nous avons donc opté pour des 
concentrations déjà utilisées en clinique pour le traitement d’autres maladies. La seule 
exception est au niveau de la carnitine à 1 mM. Cette concentration, qui est 
supérieure à celle généralement utilisée en clinique, mais qui n’est pas toxique 86, a 
été sélectionnée pour deux raisons. D’abord, il est connu que, dans les cas de 
déficience au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale, la carnitine est 
rapidement transformée sous sa forme estérifiée, réduisant ainsi la quantité de 
carnitine libre 7, 84, 85. Ensuite, la carnitine est un composé difficilement absorbée dans 
les tissus, ce qui exige d’augmenter la dose pour obtenir l’effet désiré 84. L’utilisation 
du PLC, un composé plus facilement absorbable permettrait de diminuer la dose de 
carnitine à administrer. Il est probable que le PLC, à des concentrations inférieures à 
1 mM, puisse jouer un rôle similaire à la combinaison de carnitine 1 mM et de 
propionate 0,2 mM, et serait donc un composé plus intéressant pour l’application 
clinique 22, 84. Ainsi, même si la dose de carnitine utilisée dans cette étude semble 
élevée par rapport à ce qui est couramment utilisé en clinique, elle nous permet tout 
de même de cibler le mécanisme associé à la mort cellulaire et de bonnes pistes quant 
au moyen de traiter efficacement les patients. 
Conclusion et perspectives futures 
 
Dans l’ensemble, les résultats obtenus au cours de cette étude ont permis 
d’approfondir notre compréhension des événements métaboliques associés à la 
diminution de l’activité de la COX chez les patients atteints du LSFC. Plus 
spécifiquement, ces résultats permettent de proposer des pistes quant aux facteurs 
sanguins qui pourraient induire la mort cellulaire chez ces patients et aux agents 
thérapeutiques qui pourraient l’atténuer. 
 
D’une part, concernant les facteurs sanguins pouvant induire la mort cellulaire 
de façon plus notable dans les cellules de patients LSFC, les résultats obtenus mettent 
l’emphase sur le palmitate. De fait, contrairement au glucose, au lactate, au 
bicarbonate, au pH acide et à l’isoprotérénol, cet acide gras saturé induit une 
augmentation de la mort cellulaire plus importante chez les cellules de patients LSFC 
comparativement à celles de témoins, lorsqu’ajouté à des concentrations élevées mais 
pouvant tout de même se retrouver dans le plasma suite à l’ingestion d’un repas riche 
en gras. En outre, il est pertinent de souligner que l’effet du palmitate est amplifié par 
l’ajout du lactate et du TNF-α, deux autres facteurs circulants augmentés dans des 
situations d’acidose métabolique et d’infection, respectivement. D’autre part, parmi 
les agents thérapeutiques pouvant pallier aux différentes conséquences résultant de la 
diminution de l’activité de la COX, ceux qui ont diminué la mort cellulaire autant 
dans les fibroblastes de patients que chez les témoins incluent la carnitine seule, ou 
combinée au propionate et au MB. En outre, il convient de souligner que trois 
antioxydants ont été testés au cours de cette étude, dans le but de contrebalancer 
l’effet potentiel du stress oxydant, et ont tous eu un effet néfaste, soit en augmentant 
la mort cellulaire. 
 
De plus, les résultats obtenus permettent de proposer certains mécanismes qui 
sous-tendent les effets néfastes du palmitate et du lactate, et qui sont plus marqués 
dans les cellules LSFC que les cellules de sujets sains. De fait, il apparaît possible 
que la diminution de l’activité de la COX provoque un blocage ou un ralentissement 
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de la chaîne respiratoire mitochondriale, résultant en une accumulation de substrats 
en amont, spécifiquement le NADH. Ceci favoriserait le ralentissement de toute 
réaction enzymatique qui produit cet équivalent réduit, soit principalement la β-
oxydation, résultant en une accumulation de dérivés toxiques des acides gras, les 
acyls-CoA. L’hypothèse d’une accumulation d’acyls-CoA est supportée par la 
diminution significative de la mort cellulaire observée avec l’ajout de la carnitine, un 
agent qui a la capacité de lier les acyls-CoA et de former des dérivés acylcarnitines, 
lesquels peuvent traverser la membrane plasmique. L’hypothèse d’une accumulation 
de NADH, quant à elle, est supportée par la diminution du taux de mortalité associée 
à l’ajout de MB, un accepteur d’électrons capable d’oxyder le NADH. Cette 
hypothèse est aussi supportée par l’effet néfaste observé avec les trois antioxydants 
testés au cours de cette étude, un résultat qui suggère un rôle bénéfique des ROS dans 
les conditions d’incubations des cellules, et ce possiblement par la capacité des ROS 
ou du stress oxydant à balancer le stress réducteur lié à l’accumulation du NADH. 
 
En outre, il convient de souligner que les divers effets observés dans cette 
étude, que ce soit une augmentation (par le palmitate et le lactate) ou une diminution 
(par la carnitine, le propionate ou le MB) de la mort cellulaire, ne peuvent être 
expliqués par des changements de l’activité de la COX, celle-ci demeurant stable 
dans toutes ces conditions. En effet, l’ajout des facteurs sanguins ou des agents 
thérapeutiques n’occasionne aucune modification de l’activité de la COX 
comparativement à l’état basal. Le rôle de l’ATP n’est cependant pas aussi clair. Les 
cellules de patients semblent plus susceptibles à avoir une diminution de la 
production d’ATP en présence de palmitate et lactate. Cet aspect mériterait d’être 
investigué de manière plus approfondie, afin de mieux comprendre les événements 
cellulaires associés à la mort des cellules. Enfin, l’ouverture du PTP ne semble pas 
impliquée dans la mort cellulaire observée puisque les inhibiteurs de ce PTP n’ont 
pas pu prévenir la mort chez les cellules de patients LSFC. 
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Pour la suite de ce projet, plusieurs pistes pourraient être explorées. Parmi 
celles-ci, mentionnons d’abord des études mécanistiques, lesquelles permettraient, 
entres autres, de confirmer l’hypothèse émise concernant l’effet toxique de 
l’accumulation d’acyls-CoA provenant du palmitate. De fait, il serait utile de 
documenter (i) le devenir métabolique du palmitate en utilisant du palmitate marqué 
au carbone 13 et/ou 14 121-123 ou (ii) les niveaux d’acyls-CoA, de céramides, de 
diacylglycérols, de triglycérides et d’acylcarnitines dans un extrait cellulaire afin de 
déterminer le mécanisme par lequel les acyls-CoA sont toxiques 85, 124, 125. 
 
Il serait également judicieux de mesurer le ratio L/P dans les cellules avec les 
facteurs inducteurs de mort, qui correspond au ratio NADH/NAD+ et reflète l’état 
d’oxydoréduction des cellules 123. Ce résultat confirmerait l’hypothèse du stress 
réducteur lié à l’accumulation de NADH. Il serait également avantageux de clarifier 
le rôle des agonistes de PPAR-α en ajoutant le β-lapachone ou en activant les 
sirtuines qui permettent tout deux d’activer PPAR-α par déacétylation 123. 
 
Le rôle du PTP dans l’induction de la mort cellulaire pourrait aussi être 
investigué de façon plus directe par la mesure des principales conséquences de son 
ouverture, soit la perte du potentiel de membrane et le gonflement de la 
mitochondrie 62. L’ouverture du PTP pourrait aussi être vérifiée par l’ajout simultané 
de calcéine, une protéine de moins de 1,5 kDa, et de la combinaison de palmitate et 
lactate, permettrant de vérifier l’entrée de cette protéine, lors de l’ouverture du pore, 
dans la matrice mitochondriale par fluorescence 60. 
 
Quant aux interventions thérapeutiques, certaines études ont démontré des 
effets bénéfiques associés à l’administration de certains suppléments de type 
nutritionnel dans les cas de maladies mitochondriales, soit de ralentir ou arrêter la 
progression des symptômes cliniques 6, 7. Dans cette étude, plusieurs de ces 
cofacteurs nutritionnels ont été testés, notamment la carnitine, le coenzyme Q via 
l’idebenone et d’autres antioxydants comme le resvératrol et le NAC. Plusieurs autres 
auraient pu être testés, comme la thiamine qui à souvent été associé à certains 
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bénéfices 7. En effet, cette vitamine est un cofacteur de la pyruvate déshydrogénase 
pour la formation de l’acétyl-CoA et est bénéfique dans les cas de déficience au 
niveau de cette enzyme 141. Cette déficience est généralement associée à une 
augmentation du taux de lactate sanguin. La thiamine pourrait donc être efficace pour 
l’élimination du lactate chez les patients LSFC. La créatine aussi pourrait être 
bénéfique pour traiter les cas de maladies mitochondriales en augmentant la quantité 
de phosphocréatine, une réserve d’énergie rapidement utilisable qui protégerait les 
cellules contre une déplétion en ATP 7. 
 
Au niveau du modèle expérimental, il serait pertinent de refaire des 
expériences similaires en utilisant des cellules hépatiques ou neuronales. De fait, le 
foie et le cerveau sont les organes les plus atteints chez les patients LSFC, avec une 
diminution de l’activité de la COX de 80-90 %. De plus, ces cellules présentent un 
métabolisme oxydatif mitochondrial plus important que les fibroblastes, puisqu'elles 
nécessitent plus d'énergie. Bien que les cellules hépatiques et neuronales des sujets 
LSFC ne soient pas disponibles, des stratégies qui pourraient être utilisées pour 
diminuer l’activité de la COX dans des cellules commerciales de type HEP-G2 pour 
les cellules de foie, ou SK-N-SH pour les cellules neuronales incluent (i) l’ajout d’un 
inhibiteur de la COX, comme le NO ou le cyanure, ou (ii) l’utilisation d’ARN 
interférent 36. 
 
Finalement, des approches de type non ciblées pourraient être envisagées pour 
identifier des facteurs sanguins susceptibles d’induire la mort cellulaire pouvant 
mener aux crises d’acidose. De fait, dans certaines maladies où le nombre de patients 
est plus important et plus accessible, il est possible de prélever le plasma d’un patient, 
qui contient les métabolites altérés, et de le placer en présence de cellules saines et 
malades 142. Dans notre cas, les facteurs sanguins contenus dans le sérum d’un patient 
LSFC pourraient influencer, entre autres, la production d’ATP, de stress oxydant, de 
NADH et ultimement, la mort des cellules de patients et même de témoins suite à une 
période d’incubation donnée. Évidemment, du plasma provenant d’un témoin devrait 
aussi être testé pour comparer la réponse. L’identification des composants du sérum 
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et la mesure de leur concentration par des techniques de pointes telle la spectrométrie 
de masse pourrait ainsi fournir d’excellentes pistes quant aux facteurs qui induisent la 
mort des patients LSFC. Malheureusement, dans le cas du LSFC, les patients sont très 
peu nombreux et peu accessibles étant donné leur état de santé instable, limitant ainsi 
la possibilité d’utilisation d’une telle approche, du moins pour le moment. De plus, il 
est possible qu’à l’état basal, en absence de crise, les métabolites sanguins ne soient 
pas assez altérés pour voir un effet lors de l’incubation du plasma avec les cellules 
cibles. Il serait alors peut-être nécessaire d’avoir du plasma provenant d’un patient au 
début d’une crise, ce qui est d’autant plus difficile à obtenir. 
 
En terminant, tout en considérant le fait que le présent travail a été effectué 
sur des lignées cellulaires, ce qui est loin de représenter ce qui peut se produire chez 
un être humain, il est possible de tirer certaines conclusions plus générales à partir 
des résultats obtenus, lesquels pourront être éventuellement transmis aux parents des 
enfants atteints du LSFC ou aux pédiatres traitant ces enfants en situation de crise. De 
fait, d’une part, les résultats suggèrent que chez les enfants atteints du LSFC, une 
attention particulière devrait être portée à l’alimentation, plus particulièrement à 
l’apport en acides gras saturés. D’autre part, ils apportent de bonnes pistes afin de 
mieux cibler un traitement éventuel pour les patients, dans le but ultime de prévenir la 
mort cellulaire associée aux crises. Finalement, les informations amassées au cours de 
cette étude, concernant les différentes conséquences métaboliques associées à la 
diminution de l’activité de la COX et la manière de les traiter, peuvent également 
s’appliquer à diverses autres maladies mitochondriales reliées à une déficience en 
COX ou autres complexes de la chaîne respiratoire (LS classique) ayant des 
symptômes cliniques semblables. 
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